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Vergleichende Untersuchungen der Zuckerabbauwege von Archaea haben ergeben, dass Glucose 
und Glucosepolymere über modifizierte Varianten des klassischen Embden-Meyerhof-Weges 
(EM-Wege) und Entner-Doudoroff-Weges (ED-Weg) von Bacteria und Eukarya abgebaut 
werden. Modifizierte ED-Wege wurden vor allem für aerobe Archaea postuliert. Für das aerobe 
thermoacidophile Crenarchaeon Sulfolobus wurde ein verzweigter ED-Weg vorgeschlagen, der 
einen nicht-phosphorylierten Zweig (npED), mit 2-Keto-3-Deoxygluconat (KDG) als Intermediat, 
und einen semi-phosphorylierten Zweig (spED), mit 2-Keto-3-Deoxyphosphogluconat (KDPG) 
als Intermediat, enthält. Das Schlüsselenzym dieses Weges ist eine bifunktionelle Aldolase, die 
sowohl KDG als auch KDPG mit hohen Raten umsetzt. Der glycolytische Abbauweg in aeroben 
thermoacidophilen Euryarchaeota, wie Picrophilus torridus und Thermoplasma acidophilum, 
wurde bisher nicht detailliert untersucht. Das Vorkommen einer Glucose Dehydrogenase in 
beiden Organismen deutet auf die Beteiligung eines ED-Weges hin. Detaillierte enzymatische 
Untersuchungen sowie ein Nachweis des ED-Weges in vivo lagen nicht vor. Für anaerobe 
hyperthermophile Archaea wurden modifizierte EM-Wege beschrieben. In dem aeroben 
hyperthermophilen Pyrobaculum aerophilum deuten Genomanalysen auf das Vorkommen eines 
EM-Weges hin. Ein enzymatischer Nachweis dieses Weges lag nicht vor.  
In der vorliegenden Arbeit wurde die glycolytischen Abbauwege in dem thermoacidophilen 
Euryarchaeon Picrophilus torridus und dem aeroben hyperthermophilen Crenarchaeon 
Pyrobaculum aerophilum analysiert und als neuartiger ED-Weg in P. torridus bzw. EM-Weg in 
P. aerophilum beschrieben.  
 
Der nicht-phosphorylierte Entner-Doudoroff-Weg (npED) in Picrophilus torridus 
Die Beteiligung eine ED-Weges in vivo wurde durch Wachstum von P. torridus mit spezifisch 
markierter 13C-Glucose und anschließender NMR-spektroskopischer Analyse des Alanins, einer 
von Pyruvat abgeleiteten Aminosäure im Zellprotein, nachgewiesen. Die Verteilung der 
Markierung im Alanin zeigte ausschließlich das für den ED-Weg typische Muster; C1 und C3 
positionsmarkierte Glucose führte ausschließlich zu einer C1 bzw. C3 Markierung des Alanins. 
In Extrakten Glucose gewachsener Zellen konnten alle Enzyme eines npED-Weges nachgewiesen 
werden: Glucose Dehydrogenase, Gluconate Dehydratase (GAD), KDG-Aldolase, 
Glycerinaldehyd Dehdrogenase (GADH), Glycerat Kinase (GCK), Enolase und Pyruvat Kinase. 
Eine signifikante KDPG-Aldolase und KDG-Kinase Aktivität, wie sie für einen spED-Weg 
postuliert ist, konnte nicht nachgewiesen werden. Die Schlüsselenzyme des npED-Weges, GAD, 
KDG-Aldolase, GADH und GCK wurden gereinigt, charakterisiert sowie die kodierenden Gene 
identifiziert und phylogenetisch analysiert.  
Die Gluconat Dehydratase ist ein 330 kDa Oktamer. Das Enzym, welches durch Pto0485 kodiert 
wird, katalysiert die Umwandlung von Gluconat zu KDG. Das Enzym zeigte biochemische und 
phylogenetische Ähnlichkeit zu der Gluconat Dehydratase von S. solfataricus. 
Die KDG-Aldolase ist ein 120 kDa Homotetramer. Das Enzym, welches durch Pto1279a kodiert 
wird, katalysiert die reversible Umsetzung von KDG zu Glycerinaldehyd und Pyruvat. Die 
Zusammenfassung 
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Aldolase zeigte eine hohe Spezifität für KDG; KDPG wurde nur mit äußerst niedriger 
katalytischer Effizienz umgesetzt. Dies unterscheidet die KDG-Aldolase von P. torridus von der 
bifunktionellen KD(P)G-Aldolase von Sulfolobus, die sowohl KDPG als auch KDG mit hohen 
Raten umsetzt. Die ungewöhnliche Substratspezifität für KDG sowie phylogenetischen Analysen 
charakterisieren das Enzym aus P. torridus als neuartige KDG spezifische Aldolase.  
Die Glycerinaldehyd Dehydrogenase (GADH) ist ein 120 kDa Homodimer. Das Enzym, 
welches durch Pto0332 kodiert wird, katalysiert die Oxidation von Glycerinaldehyd zu Glycerat 
mit NADP+ als Cofaktor. Glycerinaldehyd-3-Phosphat und Glycolaldehyd wurden mit signifikant 
geringeren Effizienzen umgesetzt. Das GADH Homolog aus T. acidophilum, Ta0809, wurde 
identifiziert und nach heterologer Expression des Proteins als GADH charakterisiert. 
Phylogenetische Analysen deuten darauf hin, dass diese euryarchaeellen GADHs eine 
eigenständige Familie innerhalb der Aldehyd Dehydrogenase (ALDH)-Superfamilie 
repräsentieren.  
Die Glycerat Kinase ist ein 95 kDa Homodimer. Das Enzym, welches durch Pto1442 kodiert 
wird, katalysiert die ATP-abhängige Phosphorylierung von Glycerat spezifisch zu 2-
Phosphoglycerat. Homologe dieser ersten archaeellen GCK mit glycolytischer Funktion fanden 
sich auch in den Genomen von Thermoplasma und Sulfolobus.  
 
Die Daten zeigen, dass P. torridus Glucose über einen npED-Weg mit einer neuartigen KDG 
spezifischen Aldolase und Glycerinaldehyd Dehydrogenase als Schlüsselenzyme abbaut. Dies ist 
die erste detaillierte Beschreibung eines funktionellen npED-Weges, der sich von dem 
postulierten verzweigten ED-Weg der Crenarchaeota, wie Sulfolobus Spezies, deutlich 
unterscheidet.  
 
Der modifizierte Embden-Meyerhof-Weg (EM) in Pyrobaculum aerophilum 
In Extrakten Maltose-gewachsener Zellen des aeroben Crenarchaeons P.aerophilum konnten alle 
Enzyme eines modifizierten EM-Weges nachgewiesen werden: ATP-abhängige Glucokinase, 
Glucose-6-Phosphat-Isomerase, ATP-abhängige Phosphofructokinase, Fructose-1,6-Bisphosphat-
Aldolase, Triosephosphat-Isomerase, Glycerinaldehyd-3-Phosphat: Ferredoxin-Oxidoreduktase 
(GAPOR), 3-Phosphoglycerat-Mutase, Enolase und Pyruvat-Kinase. Schlüsselenzyme von ED-
Wegen (KD(P)G-Aldolase, Gluconat Dehydratase) waren in P. aerophilum nicht nachweisbar. 
Das Schlüsselenzym des modifizierten EM-Weges, eine durch Maltose induzierbare GAPOR, 
wurde gereinigt, charakterisiert, das kodierende Gen identifiziert und phylogenetisch untersucht. 
Diese GAPOR aus einem aeroben Organismus zeigte biochemische und phylogenetische 
Ähnlichkeiten zu den homologen Enzymen aus strikt anaeroben hyperthermophilen Archaea. 
 
Dies ist der erste Nachweis eines modifizierten EM-Weges in einem aeroben Archaeon mit einer 





Abbildung 1: A Der postulierte nicht-phosphorylierte Entner-Doudoroff-Weg in Picrophilus torridus. B: 
Der modifizierte Embden-Meyerhof-Weg mit einer GAPOR als Schlüsselenzym in Pyrobaculum 
aerophilum. Abkürzungen: KDG; 2-Keto-3-Deoxygluconat; KDPG; 2-Keto-3-Deoxyphosphogluconat; GA: 
Glycerinaldehyd; GAP: Glycerinaldehyd-3-Phosphat, G-6-P: Glucose-6-Phosphat, F-6-P: Fructose-6-Phosphat; 
F-1,6-BP: Fructose-1,6-Bisphosphat, DHAP: Dihydroxyacetonphosphat, 3-PG: 3-Phosphogluconat; 2-PG: 2-
Phosphogluconat; PEP: Phosphoenolpyruvat, GAPOR: GAP: Ferredoxin Oxidoreduktase, Enzyme siehe Text. 







































































Comparative studies on central carbohydrate metabolism revealed that Archaea utilize 
glucose and glucose polymers via modifications of the classical Embden-Meyerhof (EM) and 
Entner-Doudoroff (ED) pathways of Bacteria and Eucarya. Modified ED pathways have been 
postulated primarily for aerobic Archaea. In the aerobic thermoacidophilic crenarchaeon 
Sulfolobus glucose is metabolized via a branched ED pathway, involving both a non-
phosphorylative branch (npED) with 2-keto-3-deoxygluconate (KDG), and a semi-
phosphorylative branch (spED) with 2-keto-3-deoxy-6-phosphogluconate (KDPG) as 
intermediates. The key enzyme of this pathway, a bifunctional aldolase, catalyzes the 
cleavage of both KDG and KDPG at high rate. The glycolytic pathways in thermoacidophilic 
euryarchaeota, e.g. Picrophilus torridus and Thermoplasma acidophilum, have not been 
studied in detail. The presence of glucose dehydrogenase in both organisms indicates that 
glucose could be metabolized via the ED pathway. So far, detailed enzymological studies as 
well as demonstration of the ED pathway in vivo have not been described. In anaerobic 
hyperthermophilic Archaea the operation of modified EM pathways have been described. 
Genomics-based analysis indicates the operation of a modified EM pathway in the aerobic 
hyperthermophilic Pyrobaculum aerophilum. However, this pathway has not been analyzed 
by enzymological studies. In this study the pathway of glucose degradation in the 
thermoacidophilic euryarchaeon Picrophilus torridus and in the aerobic hyperthermophilic 
creanarchaeon Pyrobaculum aerophilum is analyzed. A novel modified ED pathway and 
modified EM pathway are described in P. torridus and in P. aerophilum, respectively.  
 
Non-phosphorylative Entner-Doudoroff pathway (npED) in Picrophilus torridus 
The operation of an ED pathway in vivo is demonstrated by growth of P. torridus with 
specific labelled 13C-glucose following analysis of the distribution of labelled alanine formed 
from pyruvat in cell protein by NMR spectroscopy. Addition of 1-13C-glucose or 3-13C-
glucose to the growth media resulted only in the formation of C1 and C3 alanine, respectively. 
These labelling patterns showed that glucose is utilized exclusively by the ED pathway. Cell 
extracts of P. torridus grown on glucose contain all enzyme activities of an npED pathway: 
glucose dehydrogenase, gluconate dehydratase (GAD), KDG-aldolase, glyceraldehyde 
dehydrogenase (GADH), glycerate kinase (GCK), enolase and pyruvate kinase. No significant 
activity of KDPG aldolase and KDG kinase involved in spED pathway could be detected. Key 
enzymes of npED pathway (GAD, KDG aldolase, GADH and GCK) were purified, 
characterized and the respective encoding genes were identified and studied by phylogenetic 
analysis.  
Gluconate dehydratase, a 330-kDa oktameric enzyme, catalyzes the conversion of gluconat 
to KDG. ORF Pto0485 was identified as encoding gene. Gluconate dehydratase from P. 
torridus showed biochemical and phylogenetic similarity to that from S. solfataticus.  
Summary 
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KDG aldolase, a 120-kDa homotetrameric enzyme, catalyzes the reversible cleavage of KDG 
to glyceraldehyde and pyruvate. ORF Pto1279a was identified as encoding gene. This enzyme 
showed a high specificity for KDG, KDPG being cleaved at extremely low catalytic 
efficiency. In contrast to KDG aldolase from P. torridus, the bifunctional KDPG/KDG 
aldolase from Sulfolobus has been proposed to be operative in both KDG and KDPG cleavage 
at high rate. Based on the unusual substrate specificity for KDG and phylogenetic analysis, 
the KDG specific aldolase is proposed to be a novel type of aldolase.  
Glyceraldehyde dehydrogenase (GADH), a 120-kDa homodimeric protein, catalyzes the 
oxidation of glyceraldehyde to glycerate, using NADP+ as a cofactor. ORF Pto0332 was 
identified as encoding gene. Glyceraldehyde-3-phosphate and glycolaldehyde were accepted 
as substrates at significant low catalytic efficiency. A GADH homolog from T. acidophilum 
was identified, the gene was expressed and the recombinant protein was characterized as 
GADH. The phylogenetic analysis defined these euryarchaeal GADHs as members of a novel 
enzyme family within the aldehyde dehydrogenase (ALDH) superfamily. 
Glycerate kinase, a 95-kDa homodimeric protein, catalyzes the ATP dependent 
phosphorylation of glycerate specifically to 2- phosphoglycerate (2-PG). ORF Pto1442 was 
identified as encoding gene. The first archaeal glycerate kinase homologs showing 
glycolytical function were identified in the genomes of the archaea Thermoplasma and 
Sulfolobus. 
 
The data presented indicate that in P. torridus glucose is degraded via an npED pathway 
involving a novel type of a KDG specific aldolase and Glyceraldehyde dehydrogenase as key 
enzymes. This is the first detailed description of the npED pathway, which is clearly 
distinguishes from the branched ED pathway proposed for the crenarchaeon Sulfolobus. 
 
Modified Embden-Meyerhof pathway (EM) in Pyrobaculum aerophilum 
Cell extracts of the aerobic crenarchaeon Pyrobaculum aerophilum, grown on maltose, 
contained all enzyme activities of a modified EM pathway, including ATP dependent 
glucokinase, glucose-6-phosphate isomerase, ATP dependent 6-phosphofructokinase, 
fructose-1,6-phosphate aldolase, triosephosphate isomerase, glyceraldehyde-3-phosphate: 
ferredoxin oxidoreductase (GAPOR), 3-phosphoglycerate mutase, enolase and pyruvat kinase. 
Key enzymes of ED pathway, KD(P)G aldolase, gluconate dehydrogenase could not be 
detected. A key enzyme of modified EM pathway, GAPOR induced by maltose, was purified 
and characterized. The encoding gene was identified and studied by phylogenetic analysis. P. 
aerophilum GAPOR showed biochemical and phylogenetic similarity to enzymes from 
strictly anaerobic hyperthemophlic Archaea. 
 
This is the first evidence of a modified EM pathway in aerobic Archaea with a functional 






Archaea bilden aufgrund ihrer Stellung im phylogenetischen Stammbaum, der auf 
Sequenzvergleiche der 16S-rRNA bzw. 18S-rRNA basiert, eine eigenständigen Domäne des 
Lebens (Woese 1987; Woese et al. 1990). Gestützt wird diese separate Klassifizierung 
gegenüber den Bacteria und Eukarya durch eine Reihe von biochemischen und 
strukturchemischen Merkmalen. Morphologisch sind Archaea und Bacteria ähnlich, indem sie 
einen prokaryotischen Zellaufbau ohne Zellkern und Organellen haben. Die Archaea 
unterscheiden sich von den Bacteria in der Art des Zellwandaufbaus und der 
Cytoplasmamembran. Die archaeelle Zellwand enthält weder Muraminsäure noch D-
Aminosäuren und kann Proteine, Pseudomurein, Polysaccharide oder auch 
Methanochondroitin enthalten (Kandler und König 1998). Die Plasmamembran besteht 
anstelle von Glycerinestern aus Di- oder Tetraetherlipiden (Langworthy und Pond 1986; De 
Rosa und Gambacorta 1988). Einige Charakteristika der Archaea ähneln denen der Eukarya, 
wie z.B. der Transkriptionsmodus (Thomm 1996) sowie das Vorhandensein von 
Histonproteinen (Sandman und Reeve 2001) und das Vorkommen von Introns in tRNAs 
(Kaine et al. 1983). 
Die Domäne der Archaea gliedert sich in vier Phyla: Crenarchaeota, Euryarchaeota, das 
kürzlich etablierte Phylum Nanoarchaeota und Korachaeota (Barns et al. 1996; Huber et al. 
2002; Woese et al. 1990). Die Kenntnisse über das Phylum der Korarchaeota beschränken 
sich auf 16S-rDNA-Sequenzen, die aus Umweltproben heißer Quellen erhalten wurden (Barns 
et al. 1996). Nanoarchaeum equitans ist der erste Vertreter der Nanoarchaeota und wurde aus 
heißen Gesteinsproben bei Island isoliert (Huber et al. 2002). Innerhalb der Crenarchaeota 
sind bisher die drei Ordnungen Desulfurococcales, Sulfolobales und Thermoproteales 
beschrieben, die zum großen Teil hyperthermophile Spezies umfassen (Burggraf et al. 1997). 
Die Euryarchaeota sind hingegen in Bezug auf Wachstumstemperatur, Lebensraum und 
Physiologie sehr vielfältig. Neben mesophilen Organismen, zu denen Methanogene und 
extrem halophile Organismen gehören, sind thermophile und hyperthermophile Organismen 
der Ordnungen Thermoplasmatales, Archaeoglobales und Thermococcales zu finden (Woese 
und Olsen 1986; Woese 1987).  
Der Nachweis archaeeller 16S-rRNA Gene in Umweltproben deutet auf ein ubiquitäres 
Vorkommen der Archaea in der Biosphäre hin (Valentine 2007). Jedoch sind viele der bisher 
kultivierbaren Archaea vor allem aus extremen Standorten mit hohen Salzkonzentrationen, 
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hohen Temperaturen oder extremen pH-Werten isoliert worden. Hypersaline Biotope sind 
natürliche Salzlaken und Seen wie das Tote Meer, aber auch anthropogene Standorte wie 
Salzgewinnungsanlagen oder stark gesalzene Lebensmittel. Die Lebensräume der an hohe 
Temperaturen angepassten Archaea sind meist in vulkanisch aktiven Zonen zu finden, vor 
allem in marinen Hydrothermalquellen, submarin erhitzten Sedimenten und terrestrischen 
Solfataren. Hyperthermophile Organismen zeichnen sich durch ein Wachstumsoptimum von 
über 80°C und einem Maximum von bis zu 113°C aus (Stetter 1999; Stetter 2006). Aus der 
Domäne der Bacteria sind nur wenige Hyperthermophile bekannt, die den Aquificales und 
Thermotogales angehören (Huber et al. 1992; Blöchl et al. 1995). Die bisher kultivierten 
hyperthermophilen Spezies sind überwiegend Anearobier, da die Biotope der 
Hyperthermophilen meist anoxisch oder sauerstoffarm sind. Jedoch sind die geothermal 
erhitzten Biotope reich an Wasserstoff, Kohlendioxid, Schwefel und Schwefelverbindungen. 
Deshalb sind chemolithoautotrophe Stoffwechseltypen weit verbreitet. Zu ihnen gehören die 
Reduktion von Schwefel zu H2S (dissimilatorische Schwefelreduktion, z.B. Pyrodictium), die 
Reduktion von CO2 zu CH4 (Methanogenese, z.B. Methanococcus) und die Reduktion von 
Nitrat zu N2 (Denitrifikation, Pyrobaculum) (Danson 1988; Wächtershäuser 1992; Schönheit 
und Schäfer 1995; Stetter 1996). Neben der Nitratreduktion ist P. aerophilum auch zu einer 
aeroben Atmung mit Sauerstoff befähigt. P. aerophilum ist mikroaerophil (optimal 1%, 
maximal 5% Sauerstoff) und heterotroph und kann komplexe organische Substanzen, unter 
anderem Hefeextrakt, Pepton, Propionat, Acetat und Maltose, verwerten (Gebhard 2002). Das 
stäbchenförmige Crenarchaeon wurde 1993 aus einer marinen heißen Quelle in Ischia, Italien 
isoliert und hat ein Wachstumsoptimum von 100°C (Völkl et al. 1993).  
Saure Standorte, wie etwa terrestrische Solfatare sind u.a. in vulkanisch aktiven Zonen zu 
finden oder sind, wie Kohlehalden anthropogenen Ursprungs (Johnson 1998). Solfatare sind 
postvulkanische Dampfaustrittstellen (Exhalationen), die reich an Schwefelverbindungen wie 
Schwefelwasserstoff sind. Durch Oxidation des Schwefelwasserstoffs – entweder spontan 
oder durch Schwefel-oxidierende Bacteria – entsteht Schwefelsäure, welche die Umgebung 
der Solfatare ansäuert (bis pH 0) (Schleper et al. 1995a). Aus solchen Habitaten isolierte 
Organismen sind meist extrem acidophil, d.h. ihr Wachstum ist optimal bei einem pH-Wert 
von < 3 (Johnson 1998). Viele extrem acidophile Archaea sind obligate Aerobier und 
heterotroph (Johnson 1998; Norris und Johnson 1998). Ein fermentativer Stoffwechsel unter 
Bildung von Acetat oder Laktat kommt bei extrem Acidophilen nicht vor, was u.a. vermutlich 
auf die Hemmung der ATP-Synthese durch hohe Konzentration organischer Säuren 
zurückzuführen ist (Baker-Austin und Dopson 2007; Ciaramella et al. 2005). Innerhalb der 
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Archaea sind acidophile Spezies sowohl bei den Euryarchaeota der Ordnung 
Thermoplasmatales als auch bei den Crenarchaeota der Ordnung Sulfolobales zu finden. Die 
Organismen der Gattung Sulfolobus sind aerob, chemoorgano- und chemolithotroph und 
zeigen ein Temperaturoptimum von 75°C bis 85°C und pH-Optima von 2-3 (Brock et al. 
1972; Zillig et al. 1980; Segerer und Stetter 1992b). Die thermophilen Vertreter der 
euryarchaeellen Thermoplasmatales haben ein Temperaturoptimum von etwa 60°C und 
werden zwei Familien zugeordnet: den zellwandlosen Thermoplasmatacaea und den 
Picrophiliacaea. Thermoplasma acidophilum vermag bei pH-Werten zwischen 0,8 und 4 mit 
einem Optimum von 1-2 zu wachsen (Darland et al. 1970). Das pH-Optimum von T. 
volcanium liegt bei pH 2 (Segerer et al. 1988). Das niedrigste pH-Optimum aller Organismen 
haben die beiden moderat thermophilen Euryarchaeota der Gattung Picrophilus: P. oshimae 
und P. torridus. Picrophilus hat ein pH-Optimum von pH 0,7 und ist in der Lage bei pH -0,06 
zu wachsen (Schleper et al. 1995b; Schleper et al. 1995a). Eine Besonderheit von Picrophilus 
ist der ungewöhnlich geringe intrazelluläre pH-Wert von 4,6 (van, Vossenberg et al. 1998). 
Bei anderen obligaten Acidophilen wie Sulfolobus und Thermoplasma, die ein pH-Optimum 
von etwa 2 haben, ist der intrazelluläre pH-Wert nahezu neutral (Schäfer 1996; Searcy 1976). 
Für einige acidophile Archaea wie Sulfolobus solfataricus, S. acidocaldarius, Thermoplasma 
acidophilum und Picrophilus torridus konnte Wachstum auf Peptiden und Kohlenhydraten 
gezeigt werden (Grogan 1989; Schleper et al. 1995a; Schleper et al. 1996; Segerer und Stetter 
1992a). Im Gegensatz zu Sulfolobus ist das Wachstum von P. torridus und T. acidophilum 
abhängig von Komplexbestandteilen wie Hefeextrakt oder Trypton. Glucose stimuliert das 
Wachstum von P. torridus und T. acidophilum, wobei die Stimulierbarkeit durch Glucose bei 
T. acidophilum nur bei sehr geringen Hefeextraktkonzentrationen beobachte wurde (Brock 
1978; Segerer und Stetter 1992a). Hingegen zeigt S. acidocaldarius Wachstum in 






Abbildung 2: Einordnung von saccharolytischen thermoacidophilen und halophilen Archaea sowie von 
hyperthermophilen Mikroorganismen in den phylogenetischen Stammbaum. Verzweigungsgrad und 
Verzweigungslängen basieren auf rRNA-Sequenzvergleichen (schematisch nach (Stetter 1993; Woese et al. 
1990; Barns et al. 1996; Huber et al. 2002) modifiziert). Thermoacidophile Archaea sind rot gedruckt. Aerobe 
Archaea sind grau hinterlegt. Hyperthermophile Organismen der Domänen Bacteria und Archaea sind durch 
dicke Linien dargestellt. Abkürzungen: ED, Entner-Doudoroff; EM, Embden-Meyerhof. 
 
Neben den acidophilen Spezies sind eine Vielzahl von Archaea in der Lage Zucker und 
Zuckerpolymere umzusetzen. Vergleichende Analysen des Zuckerstoffwechsels zeigen, dass 
Archaea Glucose nicht über die klassischen glycolytischen Abbauwege wie Embden-
Meyerhof (EM) und Entner-Doudoroff (ED)-Wege abbauen, sondern modifizierte Wege 
nutzen (Siebers und Schönheit 2005). Im klassischen EM-Weg wird die Umsetzung von 
Glucose zu Fructose-1,6-Bisphosphat (FBP), dem zentralen Intermediat dieses Weges, durch 
eine ATP-abhängige Glucokinase oder Hexokinase, Phosphoglucose Isomerase und eine 
allosterische ATP-abhängige Phosphofructokinase katalysiert. Die Spaltung von FBP zu 
Dihydroxyacetonphosphat (DHAP) und Glycerinaldehyd-3-Phosphat (GAP) durch eine FBP-
Aldolase und die anschließende Isomerisierung des DHAP führt zur Bildung von zwei 







































phosphorylierende GAPDH zunächst zu 1,3-Bisphosphoglycerat umgesetzt und anschließend 
dephosphoryliert, wobei ATP durch Substratstufenphosphorylierung gebildet wird. Diese 
Reaktion wird durch eine Phosphoglycerat-Kinase katalysiert. Das gebildete 3-
Phosphoglycerat wird unter Beteiligung einer Phosphoglycerat Mutase und Enolase zu 
Phosphoenolpyruvat (PEP) umgesetzt. Die Bildung von Pyruvat aus PEP wird durch eine 
allosterisch regulierte Pyruvat Kinase katalysiert, wobei ein ATP durch 
Substratstufenphosphorylierung entsteht. Die Netto-ATP Ausbeute dieses Weges beträgt 2 
mol ATP je mol Glucose. Für viele anaerobe hyperthermophile Archaea ist ein Glucoseabbau 
über modifizierte Embden-Meyerhof Wege beschrieben. Die Modifikationen beziehen sich 
z.B. auf das Vorkommen ungewöhnlicher Glucokinasen (GLK), Phosphofructokinasen (PFK) 
und neuartiger Glycerinaldehyd-3-phosphat (GAP) oxidierender Enzyme sowie nicht 
allosterischer Pyruvat Kinasen (Abbildung 3) (Siebers und Schönheit 2005). Anstelle der 
klassischen ATP-abhängigen GLK und Hexokinasen der Bacteria und Eukarya verwenden die 
Euryarchaeota Pyrococcus, Thermococcus und Archaeoglobus ADP-abhängige Enzyme, die 
neuartigen Enzymfamilien zugeordnet werden (Kengen et al. 2001; Siebers und Schönheit 
2005). In den Crenarchaeota Desulfurococcus amylolyticus und Thermoproteus tenax sind 
ATP-abhängige Kinasen beschrieben, die in die ROK-Familie eingeordnet wurden, die 
Repressorproteine, offene Leserahmen mit unbekannter Funktion und Zuckerkinasen 
einschließt (Siebers und Schönheit 2005). Die Phosphorylierung von Fructose-6-Phosphat zu 
Fructose-1,6-bisphosphat wird in Archaea von verschiedenen PFKs katalysiert, die sich in 
ihrem Phosphorylgruppendonor unterscheiden. Während in Pyrococcus, Thermococcus und 
Archaeoglobus ADP-abhängige PFKs vorkommen, ist die PFK von T. tenax Pyrophosphat 
abhängig. ATP-abhängige PFK sind für die Crenarchaeota Desulfurococcus und Aeropyrum 
pernix beschrieben. Im Gegensatz zu den ATP-abhängigen PFKs aus Bacteria und Eukarya, 
die der PFK-A-Familie zugeordnet sind, gehören die ATP-abhängigen PFKs der Archaea in 




Abbildung 3: Vergleichende Darstellung der Enzyme des Glucoseabbaus der modifizierten Embden-
Meyerhof-Wege in verschiedenen hyperthermophilen Archaea und des klassischen Embden-Meyerhof-
Weges in dem hyperthermophilen Bakterium Thermotoga maritima. Abkürzungen: Glc-6-P = Glucose-6-
Phosphat, F-6-P = Fructose-6-Phosphat, F-1,6-BP = Fructose-1,6-Bisphosphat, FBA = F-1,6-BP-Aldolase, aFBA 
= archaeelle FBA, DHAP = Dihydroxyacetonphosphat, GAP = Glycerinaldehyd-3-Phosphat, 3-PG = 3-
Phosphoglycerat, 2-PG = 2-Phosphoglycerat, 1,3-BPG = 1,3-Bisphosphoglycerat, PGI = Phosphoglucose-
Isomerase, cPGI = Cupin PGI, PEP = Phosphoenolpyruvat, PMI = Phosphomannose Isomerase, GAPOR = 
GAP: Ferredoxin Oxidoreduktase, GAP-N = nicht-phosphorylierende GAP Dehydrogenase, GLK = 
Glucokinase, PFK = 6-Phosphofructokinase, PK = Pyruvat Kinase, Fd = Ferredoxin, ox = oxidiert, red = 
reduziert. 
 
Für die Oxidation von Glycerinaldehyd-3-Phosphat (GAP) zu 3-Phosphoglycerat wurden in 
Archaea zwei ungewöhnliche Enzyme, eine GAP: Ferredoxin-Oxidoreduktase (GAPOR) und 
eine nicht-phosphorylierende GAP-DH (GAP-N) beschrieben. Beide Enzyme katalysieren die 
irreversible, nicht-phosphorylierende Oxidation von GAP zu 3-Phosphoglycerat mit entweder 
Ferredoxin oder NAD(P)+ als Elektronenakzeptor. Diese Enzyme ersetzten die beiden 
klassischen Enzyme der GAP-Oxidation, die phosphorylierende GAPDH und die 
Phosphoglycerat Kinase (Siebers und Schönheit 2005). Bisher wurden die GAPOR aus dem 
anaeroben hyperthermophilen Euryarchaeon Pyrococcus furiosus gereinigt und charakterisiert 
(Mukund und Adams 1995; Mukund und Adams 1996; van der Oost et al. 1998; Hagedoorn 
et al. 1999). GAPOR gehört zu einer ungewöhnlichen Familie von Oxidoreduktasen, die 
durch einen Wolfram-Cofaktor im katalytischen Zentrum und einen [4Fe-4S]-Cluster 
charakterisiert sind. Die Umsetzung von GAP zu 3-Phosphoglycerat durch die nicht-


































































(Brunner und Hensel 2001). GAP-N wird der Aldehyd Dehydrogenase Superfamilie 
zugeordnet und unterscheidet sich phylogenetisch signifikant von den klassischen 
phosphorylierenden GAPDHs. Pyruvat Kinasen aus Archaea zeigen im Gegensatz zu ihren 
bakteriellen Homologen eingeschränkte regulatorische Eigenschaften. Klassische heterotrope 
allosterische Effektoren von Pyruvat Kinasen aus Bacteria und Eukarya haben keinen Einfluss 
auf die Aktivität der archaeellen Pyruvat Kinasen (Johnsen et al. 2003). Die Abwesenheit von 
allosterischen Phosphofructokinasen und Pyruvat Kinasen zeigt, dass die archaeellen Wege 
im Bezug auf die Regulation über keinen allosterischen Kontrollpunkt verfügen. Auch die 
PGI der Archaea unterscheiden sich von ihren bakteriellen und eukaryotischen Homologen. 
So wurden neuartige metallabhängige Phosphoglucose Isomerasen (PGI) der 
Cupinsuperfamilie in Thermococcales beschrieben (Siebers und Schönheit 2005). Die PGI aus 
A. pernix und P. aerophilum gehören zu der bifunktionellen PGI/Phosphomannose-Isomerase 
(PMI)-Familie. Diese Familie unterscheidet sich von den klassischen PGIs aus Bacteria durch 
eine ungewöhnliche Substratspezifität, indem sie sowohl Glucose-6-Phosphat als auch 
Mannose-6-Phosphat zu Fructose-6-Phosphat isomerisieren (Hansen et al. 2004b). Eine 
weitere Besonderheit der archaeellen EM-Wege ist das Vorkommen von archaeellen Klasse-I-
Aldolasen, die sich phylogenetisch von den klassischen Fructose-1,6-Bisphosphat Aldolasen 
unterscheiden (Siebers et al. 2001; Lorentzen et al. 2005). Es wurde postuliert, dass die 
Modifikationen der Glucoseabbauwege in Archaea eine Anpassung an die meist 
hyperthermophile Lebensweise dieser Organismen ist. Dies konnte ausgeschlossen werden, da 
im hyperthermophilen Bakterium Thermotoga maritima Glucose über den klassischen 
Embden-Meyerhof Weg abgebaut wird (De Vos et al. 1998; Selig et al. 1997). Dieser enthält 
eine klassische Glucokinase und eine ATP-abhängige PFK. Glycerinaldehyd-3-phosphat wird 
durch die klassischen Enzyme Glycerinaldehyd-3-phosphat Dehydrogenase und 
Phosphoglycerat Kinase zu 3-Phosphoglycerat umgesetzt. Das Vorkommen des klassischen 
Weges in diesem hyperthermophilen Bakterium spricht dafür, dass die Modifikationen in den 
Zuckerabbauwegen der Archaea nicht auf eine Anpassung an die Hyperthermophilie 
zurückzuführen sind, sondern wahrscheinlich phylogenetische Gründe haben (Selig et al. 
1997; Schönheit 2008). 
Im Gegensatz zu anaeroben Archaea, die Glucose über modifizierte EM-Wege abbauen, 
wurden für aerobe Archaea modifizierte Entner-Doudoroff-Wege postuliert (Siebers und 
Schönheit 2005). Diese sind bisher wenig untersucht und werden kontrovers diskutiert. Im 
klassischen ED-Weg der aeroben Bacteria, z.B. Pseudomonas, wird die Umsetzung von 
Glucose zu 2-Keto-3-Deoxy-6-Phosphogluconat (KDPG), dem zentralen Intermediat dieses 
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Weges, durch eine ATP-abhängige Glucokinase, Glucose-6-Phosphat Dehydrogenase und 6-
Phosphogluconat Dehydratase katalysiert. Anschließend wird KDPG durch eine KDPG-
Aldolase in Pyruvat und GAP gespalten. Die weitere Umsetzung von GAP zu Pyruvat erfolgt 
durch die Enzyme des EM-Weges, wobei ein mol ATP je mol Glucose gebildet wird. Für 
aerobe halophile Archaea wurde anhand von 13C-Markierungsexperimenten, Enzymanalysen 
sowie DNA-Mikroarray-Experimenten ein modifizierter semiphosphorylierter ED-Weg 
(spED) des Glucoseabbaus postuliert (Johnsen et al. 2001; Siebers und Schönheit 2005; 
Zaigler et al. 2003). Entsprechend wird Glucose zu Gluconat oxidiert und zu 2-Keto-3-
Deoxygluconat (KDG) umgesetzt. Durch eine KDG-Kinase wird KDG zu KDPG 
phosphoryliert. Die Spaltung des KDPG zu Pyruvat und GAP sowie die weitere Umsetzung 
des GAP erfolgt analog zum klassischen ED-Weg über eine KDPG-Aldolase, GAPDH, 
Phosphoglycerat-Kinase, Mutase, Enolase und Pyruvat Kinase. Ähnlich den 
Schlüsselenzymen des klassischen ED-Weges wird die Expression der KDG-Kinase, KDPG-
Aldolase, GAPDH und Phosphoglycerat-Kinase bei Wachstum auf Glucose induziert (Zaigler 
et al. 2003).  
Für das aerobe thermoacidophile Crenarchaeon Sulfolobus wurde aufgrund von 
Enzymanalysen, dem Nachweis von Intermediaten und 13C-Markierungsexperimenten 
zunächst ein nicht-phosphorylierter ED-Weg (npED) postuliert (De Rosa et al. 1984; Selig et 
al. 1997; Bartels 1989). Entsprechend wird Glucose durch eine Dehydrogenase zu Gluconat 
oxidiert und über eine Gluconat Dehydratase zu KDG umgesetzt. Anschließend wird KDG 
durch eine KDG-Aldolase zu Glycerinaldehyd und Pyruvat gespalten. Glycerinaldehyd wird 
durch eine Oxidoreduktase zu Glycerat oxidiert und mit einer spezifischen Kinase zu 2-
Phosphoglycerat phosphoryliert. Die weitere Umsetzung zu Pyruvat erfolgt über Enolase und 
Pyruvat Kinase. Einige Schlüsselenzyme dieses Weges, die Glucose Dehydrogenase, 
Gluconat Dehydratase (GAD), KDG-Aldolase (KDGA), Glycerinaldehyd Oxidoreduktase 
(GA:OR) wurden gereinigt, charakterisiert und die kodierenden Gene identifiziert (Lamble et 
al. 2004; Buchanan et al. 1999; Kardinahl et al. 1999; Giardina et al. 1986). Kürzlich wurde 
basierend auf Genomanalysen gefunden, dass einige Enzyme des ED-Weges in einem 
Gencluster vorkommen (Ahmed et al. 2005). Dieser Cluster enthält Gene einer GAD (gad), 
KDG-Aldolase (kdgA), KDG-Kinase (kdgK) und nicht-phosphorylierende GAPDH (gapN), 
wobei gad-kdgA-kdgK in einem Operon vorliegen. Das Vorkommen von Genen einer KDG-
Kinase und GAP-N deutet auf die Beteiligung eines semiphophorylierten Zweigs hin. 
Außerdem wurde nach wiederholter Analyse der KDG-Aldolase gefunden, dass dieses Enzym 
nicht, wie zunächst beschrieben, hoch spezifisch für KDG ist, sondern neben KDG auch 
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KDPG mit hoher Effizienz umsetzt (Lamble et al. 2005). Dieses Enzym wurde daraufhin als 
bifunktionelle KDPG/KDG-Aldolase bezeichnet. Aufgrund des Vorkommens eines ED-
Genclusters mit einer bifunktionellen KDPG/KDG-Aldolase und KDG-Kinase wurde für 
Sulfolobus spez. ein verzweigter ED-Weg postuliert, der einen nicht-phosphorylierten Zweig 
und einen semiphosphorylierten Zweig umfasst (Ahmed et al. 2005; Lamble et al. 2005). 
Entsprechend wird KDG durch eine spezifische Kinase phosphoryliert und das entstandene 
KDPG durch die bifunktionelle KDPG/KDG-Aldolase zu Pyruvat und GAP gespalten. GAP 
wird anschließend durch eine GAP-N zu 3-Phosphoglycerat oxidiert, das mit einer 
Phosphoglycerat Mutase zu 2-Phosphoglycerat und weiter über Phosphoenolpyruvat zu 
Pyruvat umgesetzt wird. Die beteiligten Enzyme wurden kürzlich charakterisiert (Ahmed et 
al. 2005; Ettema et al. 2008). Unklar ist, in welchem Umfang die beiden Wege in vivo 
beteiligt sind. Proteom- und Transkriptionsanalysen deuten darauf hin, dass, anders als bei 
Bacteria oder halophilen Archaea, die Schlüsselenzyme dieses ED-Weges keiner 
signifikanten Regulation bei Wachstum auf Glucose unterliegen (Snijders et al. 2006; Ettema 
et al. 2008). Das Vorkommen eines verzweigten ED-Weges wurde auch für das 
hyperthermophile schwefelabhängige Crenarchaeon Thermoproteus tenax beschrieben 
(Ahmed et al. 2004). Dieser Organismus setzt Glucose jedoch vorwiegend über einen EM-
Weg (> 80%) und nur zu etwa 20% über einen verzweigten ED-Weg um (Ahmed et al. 2005; 
Siebers und Schönheit 2005; Selig et al. 1997).  
Während die Umsetzung von Glucose über einen ED-Weg in vivo sowie die Enzyme des 
verzweigten ED-Weges bei thermoacidophilen Crenarchaeota intensiv untersucht wurden, 
lagen über den Abbau von Glucose bei thermoacidophilen Euryarchaeota wie Thermoplasma 
acidophilum und Picrophilus torridus keine detaillierten Untersuchungen vor. Der Nachweis 
von Aktivitäten einer Glucose Dehydrogenase, Gluconat Dehydratase, Glycerinaldehyd 
Dehydrogenase und Glycerat Kinase in Zellextrakten von T. acidophilum deuten auf das 
Vorkommen eines nicht-phosphorylierten ED-Weges in diesem Organismus hin (Budgen und 
Danson 1986). Detaillierte Beschreibungen über die am Glucoseabbau beteiligten Enzyme 
lagen bis auf die Glucose Dehydrogenase nicht vor (Smith et al. 1989; Bright et al. 1993). 
Eine homologe Glucose Dehydrogenase wurde für P. torridus beschrieben, was ebenfalls 
einen ED-Weg in diesem Organismus wahrscheinlich macht (Angelov et al. 2005). Ein 
experimenteller Nachweis eines ED-Weges in vivo wurde für thermoacidophile Euryarchaeota 
bisher nicht erbracht. P. torridus zeigt im Vergleich zu T. acidophilum ein besseres 
Wachstum mit Glucose und Hefeextrakt, was insbesondere für biochemische Untersuchungen 
und 13C-Markierungsexperimente von Bedeutung ist. Daher sollte in P. torridus -
Einlei tung 
 18
exemplarisch für thermoacidophilen Euryarchaeota - der ED-Weg detailliert untersucht 
werden. Diese Untersuchungen umfassten im Einzelnen: 
1. den Nachweis eines ED-Weges in vivo durch 13C-Markierungsexperimente in 
wachsenden Kulturen. 
2. den Nachweis der Enzyme eines nicht-phosphorylierten ED-Weges durch 
Enzymuntersuchungen in Zellextrakten von P. torridus. 
3. die Reinigung von vier Schlüsselenzymen des npED-Weges, die Gluconat 
Dehydratase, KDG-Aldolase, Glycerinaldehyd Dehydrogenase und Glycerat Kinase 
sowie deren Charakterisierung. Ferner sollten die kodierenden Gene identifiziert und 
phylogenetisch analysiert werden.  
 
Für alle bisher untersuchten aeroben Archaea wurde aufgrund von Enzym- und 
Genomanalysen ein Zuckerabbau über modifizierte ED-Wege postuliert. 
Überraschenderweise wurden im Genom des aeroben hyperthermophilen Crenarchaeons 
Pyrobaculum aerophilum keine Gene für Schlüsselenzyme dieses Weges gefunden (Fitz-
Gibbon et al. 2002; Verhees et al. 2003). Erste in der Arbeitsgruppe durchgeführte 
Untersuchungen in Zellextrakten deuteten ebenfalls auf das Fehlen von Schlüsselenzymen des 
Entner-Doudoroff-Weges hin (Gebhard 2002). Dagegen waren einige Enzyme eines 
modifizierten Embden-Meyerhof (EM)-Weges annotiert und in Zellextrakten nachweisbar, 
was auf die Verwendung dieses Weges hindeutet. Um dies zu überprüfen, sollte in dieser 
Arbeit der Zuckerstoffwechsel von P. aerophilum untersucht werden, wobei die Enzyme eines 
modifizierten EM-Weges nachgewiesen werden sollten. Tatsächlich wurde gefunden, dass der 
Organismus alle Enzyme eines modifizierten EM-Weges mit einer Glycerinaldehyd-3-
Phosphat: Ferredoxin Oxidoreduktase (GAPOR) als Schlüsselenzym enthält. Die GAPOR 
sollte gereinigt, charakterisiert sowie das kodierende Gen identifiziert und phylogenetisch 
analysiert werden. 
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4 Material und Methoden 
4.1 Chemikalien und Enzyme 
Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und Feinchemikalien stammen, soweit nicht 
anders vermerkt, von den Firmen Biolabs (Frankfurt), Biomol (Hamburg), Difco (Stuttgart), 
Gibco BRL (Karlsruhe), Roth (Karlsruhe) und Sigma-Aldrich (Deisenhofen). 2-Keto-3-
deoxyphosphogluconat (KDPG) stammt von Prof. Eric Toone (Durham/U.S.A.). 2-Keto-3-
Deoxygluconat (KDG) wurde enzymatische aus D-Gluconat mittels der gereinigten Gluconat 
Dehydratase aus Picrophilus torridus hergestellt. Die Konzentration an KDG wurde 
colorimetrisch (4.5.2.) und enzymatische (4.5.3.) mit der gereinigten KDG-Aldolase aus 
Picrophilus torridus quantifiziert. Die Enzyme und Coenzyme stammen von der Firma Roche 
Diagnostics (Mannheim), MBI Fermentas (Vilnius, Litauen), New England Bioloabs 
(Frankfurt), PeqLab (Erlangen) oder Biotherm (Hamburg). Die thermophile Glucose-6-
Phosphat Dehydrogenase aus Thermotoga maritima stammt von PD Dr. Thomas Hansen 
(Kiel). 
4.2 Züchtung von Picrophilus torridus 
Picrophilus torridus DSM 9790 wurde unter aeroben Bedingungen in 100 ml und 1000 ml 
Erlenmeyerkolben (EMK) gezüchtet, die 50 bzw. 400 ml Medium (Tabelle 1) enthielten. Die 
Inkubation erfolgte entweder in einem Schüttelwasserbad oder in einem Heißluftschüttler mit 
100 Upm bei 60°C. Wachstum im 8 l Fermenter (fair men tec, Göttingen) erfolgte bei einer 
Rührergeschwindigkeit von 200 Upm und einer Druckluftdurchgasung von 300 ml/min. Der 
Fermenter enthielt 5000 ml Medium. Die Ernte der Zellen erfolgte durch Zentrifugation für 
15 Minuten bei 8000 x g. Die Pellets wurden bis zu ihrer Verwendung bei -70°C gelagert. 
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Tabelle 1: Medium für Picrophilus torridus (DSMZ 723) 
Spurenelementlösung (100-fach) Picrophilus-Medium (DSMZ 723) 
Ad 1000 ml VE-Wasser Ad 1000 ml VE-Wasser 
MnCl2 x 4 H2O 0,18 g  (NH4)2 SO4 1,30 g 
Na2B4O7 x 10 H2O 0,45 g  MgSO4 x 7 H2O 0,25 g 
ZnSO4 x 7 H2O 0,02 g  KH2PO4 0,28 g  
CuCl2 x 2 H2O  5 mg  CaCl2 x 2 H2O 0,07 g  
Na2MoO4 x 2 H2O 3 mg  FeCl3 0,02 g  
VOSO4 x H2O 3 mg Mit H2SO4 auf pH 0,9 bzw. pH 0,3 einstellen  
CoSO4  1 mg    
Als Kohlenstoff- und Energiequellen wurden dem Medium nach dem Autoklavieren Hefeextrakt (0,05 – 0,2%)  
und ggf. Glucose (bis 25 mM) zugegeben.  
 
4.3 Wachstumsversuche mit Picrophilus torridus 
Wachstumsversuche wurden bei 60°C in 100 ml EK mit 20 ml oder 50 ml Medium 
durchgeführt. Das Wachstum wurde durch Bestimmung der optischen Dichte photometrisch 
bei 600 nm verfolgt. Als Inokulum wurde 5% einer Vorkultur, die über mindestens drei 
Passagen an Glucose adaptiert war, eingesetzt. 
Zur Bestimmung der Enzymaktivitäten in Zellextrakten aus unterschiedlichen 
Wachstumsphasen von P. torridus wurden Proben (400-600 ml) einer Fermenterkultur steril 
entnommen und die Zellen pelletiert (8000 x g, 10 min, 10°C). Die Zellpellets wurden bis zur 
Messung der Enzymaktivität bei -20°C gelagert. Zur Substratbestimmung wurden 
Wachstumsüberstände benötigt, die durch Zentrifugation steril entnommener Proben 
gewonnen wurden. Die Überstände wurden bis zur späteren Verwendung bei -20°C gelagert. 
4.4 13C-NMR Studie 
P. torridus wurde in 100 ml EK mit 20 ml Medium und 0,1% Hefeextrakt bei pH 0,3 unter 
aeroben Bedingungen bei 60°C und 100rpm gezüchtet. Dem Medium wurde in zwei 
unterschiedlichen Ansätzen D-[1-13C]Glucose bzw. D-[3-13C]Glucose durch direktes 
Einwiegen auf eine Endkonzentration von 25 mM zugesetzt. Als Inokulum (2,5%) diente ein 
durch drei Passagen an Glucose adaptierte, logarithmisch wachsende Vorkultur. 
In der exponentiellen Wachstumsphase wurden die Kulturen durch Zentrifugation (8000 x g, 
10 min, 10°C) geerntet, die Pellets in einer Vakuumzentrifuge (Christ RVC 2-18) getrocknet 
und anschließend bei -70°C gelagert. Die massenspektrometrische Untersuchung der 
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synthetisierten Aminosäuren und Auswertung erfolgte durch die Arbeitsgruppe Prof. Dr. Uwe 
Sauer (ETH Zürich, Schweiz). 
4.5 Analytische Methoden 
4.5.1 Enzymatische Bestimmung von Glucose 
Glucose wurde unter Verwendung der Hilfsenzyme Hexokinase und Glucose-6-phosphat-
Dehydrogenase bestimmt (Kunst et al., 1986): 
 
Glucose + ATP → Glucose-6-phosphat + ADP 
Glucose-6-phosphat + NADP+ → 6-Phosphogluconat + NADPH + H+ 
 
Der Testansatz enthielt 100 mM Tris-HCl pH 8,0, 10 mM MgCl2, 2 mM ATP, 2 mM NADP+, 
7,5 U Hexokinase und 10 µl Probe (maximal 0,5 mM Glucose im Test). Nach einer 
Vorinkubation des Ansatzes bei 37°C bis zu einer konstanten Extinktion bei 365 nm (E1), 
wurde die Reaktion durch Zugabe von 3,5 U Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase gestartet. 
Nach 15-20 min war die Glucose vollständig umgesetzt, und es wurde erneut die Extinktion 
(E2) bestimmt. Aus der Extinktionsdifferenz wurde mit Hilfe des Extinktionskoeffizienten 
(ε365 = 3,4 mM-1cm-1) die Glucosekonzentration der Proben ermittelt. 
4.5.2 Colorimetrische Bestimmung von KDG und KDPG 
KD(P)G wurde colorimetrisch quantifiziert (Weisbach und Hurwitz, 1959). 10-50 µl Probe 
wurden mit je 125 µl HJO4-Lösung (0,025 M in 0,125 N H2SO4) versetzt und 20 Minuten bei 
Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurden die Ansätz mit 250 µl Arsenitlösung (2% 
Na-Arsenit in 0,5 M HCl) versetzt und für weitere 2 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. 
Abschließend wurden 1000 µl Thiobarbitursäurelösung (0,3 % in VE-Wasser) zugegeben und 
die Proben für 10 Minuten gekocht. Nach dem Abkühlen der Proben auf Eis und einer 
Zentrifugation für 5 min bei 13000 x g wurde die Extinktion bei 548 nm gemessen und die 
Konzentration an KD(P)G mit einem molaren Extinktionskoeffizienten von 67,8 mM-1cm-1 
bestimmt (Gottschalk und Bender 1982). 
4.5.3 Enzymatische Bestimmung von KDG 
Die Konzentration von KDG wurde enzymatische mit der gereinigten KDG-Aldolase aus P. 
torridus bestimmt, indem die KDG-abhängige Bildung von Pyruvat bei 55°C gemessen 
wurde. Die Reaktion wurde mit Hilfe einer Laktat Dehydrogenase an die Oxidation von 
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NADH gekoppelt. Der Testansatz enthielt 50 mM Na-Phosphat pH 6,2, 0,3 mM NADH, 5,5 
U Laktat Dehydrogenase, 0,7 U KDG-Aldolase und Probe. Die Reaktion wurde durch Zugabe 
der KDG-Aldolase gestartet. Nach etwa 10 min war KDG vollständig umgesetzt, und es 
wurde erneut die Extinktion bestimmt. Aus der Extinktionsdifferenz wurde mit Hilfe des 
Extinktionskoeffizienten (ε365 = 3,4 mM-1cm-1) die Konzentration von KDG in der Probe 
ermittelt. 
4.6 Molekularbiologische Methoden 
4.6.1 Computergestützte Sequenzanalysen 
Die Sequenzalignments wurden mit ClustalX und der Neighbor-joining Methode unter 
Verwendung der Standardeinstellungen erstellt (Thompson et al. 1997). Der phylogenetische 
Stammbaum wurde nach der Neighbor-joining Methode mittels ClustalX konstruiert. 
Bootstrapping-Werte wurden anhand von 1000 Wiederholungen bestimmt. 
4.6.2 Isolierung genomischer DNA 
Genomische DNA von Thermoplasma acidophilum (DSM 1728) wurde von der DSMZ 
(Braunschweig) bezogen.  
Zur Extraktion genomischer DNA (Sambrook et al. 1989) aus Picrophilus torridus (DSM 
9790) wurden 250 mg Feuchtzellen in 5 ml TES-Puffer (10 ml TE-Puffer mit 0,86 g 
Saccharose; TE-Puffer: 10 mM Tris-HCl pH 8,0 mit 0,1 mM EDTA) suspendiert. Nach 
Zugabe von 550 µl 10% SDS und 15 µl Proteinase K (20 mg/ml) wurde die Suspension für 30 
min bei 60°C und anschließend nach Zugabe von 600 µl 5 M NaCl für 30 min auf Eis 
inkubiert. Danach wurde für 30 min bei 4°C zentrifugiert (48000 x g) und die DNA aus dem 
Überstand mit einem Volumen eiskaltem Isopropanol gefällt, durch Zentrifugation für 10 min 
bei 4°C (24000 x g) pelletiert und der Überstand dekantiert. Das Präzipitat wurde in 500 µl 
TE-Puffer über Nacht bei 4°C resuspendiert, die Suspension abschließend mit 5 µl RNase 
(100 mg/ml) für 30 min bei 37°C inkubiert und anschließend bei –20°C gelagert.  
Konzentration und Reinheit der erhaltenen genomischen DNA wurden jeweils sowohl 
photometrisch als auch über ein 0,8%iges Agarosegel bestimmt. 
4.6.3 Polymerase Kettenreaktion 
Mit der Polymerase Kettenreaktion (PCR, (Mullis et al. 1986)) können DNA-Fragmente 
spezifisch amplifiziert werden. Sie diente in dieser Arbeit der Amplifikation von offenen 
Leserahmen (ORF) aus genomischer DNA und der Überprüfung auf ein vorhandenes Insert in 
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Transformanten. Die PCRs wurden in 50 µl Reaktionsansätzen in einem Thermocycler (T-
3000 oder T-personal, Biometra, Göttingen) durchgeführt, wobei die Programme in 
Abhängigkeit von der Länge des zu erwartenden Produktes und der Schmelzpunkte der 
Oligonukleotid-Primer (MWG Biotech, Ebersberg) variiert wurden (Tabelle 2). 
Amplifikation der zu klonierenden Gene. Zur Genamplifikation wurden verschiedene 
Inkubationsprotokolle verwendet.  
Picrophilus torridus, ORF Pto0332: Der Reaktionsansatz enthielt 35 ng Template, je 300 nM 
forward und reverse Primer, 5 µl 10 x Reaktionspuffer (PeqLab, Erlangen), 2 mM MgSO4, 
400 µM dNTP-Mix und 2,5 U Pwo-DNA-Polymerase (PeqLab, Erlangen). Das 
Inkubationsprotokoll bestand aus initialer Denaturierung für 300 s bei 95°C, 10 Zyklen aus 
Denaturierung bei 95°C für 30 s, Annealing bei 56°C für 40 s und Polymerisation bei 72°C 
für 90 s, 30 Zyklen aus Denaturierung bei 95°C für 30 s, Annealing bei 58°C für 30 s und 
Polymerisation bei 72°C für 90 s (wobei bei jedem Zyklus die Synthesezeit um 20 s 
verlängert wurde) und einer abschließenden Polymerisation bei 72°C für 7 min. 
Thermoplasma acidophilum, ORF Ta0809: Der Reaktionsansatz enthielt 25 ng Template, je 
200 nM forward und reverse Primer, 5 µl 10 x Reaktionspuffer (PeqLab, Erlangen), 2 mM 
MgSO4, 400 µM dNTP-Mix und 2,5 U Pwo-DNA-Polymerase (PeqLab, Erlangen). Das 
Inkubationsprotokoll bestand aus initialer Denaturierung für 300 s bei 95°C, 10 Zyklen aus 
Denaturierung bei 95°C für 30 s, Annealing bei 58°C für 40 s und Polymerisation bei 72°C 
für 90 s, 30 Zyklen aus Denaturierung bei 95°C für 30 s, Annealing bei 60°C für 30 s und 
Polymerisation bei 72°C für 90 s (wobei bei jedem Zyklus die Synthesezeit um 20 s 
verlängert wurde) und einer abschließenden Polymerisation bei 72°C für 7 min. 
Picrophilus torridus, ORF Pto1279a: Der Reaktionsansatz enthielt 75 ng Template, je 400 nM 
forward und reverse Primer, 5 µl 10 x Reaktionspuffer (PeqLab, Erlangen), 2 mM MgSO4, 
400 µM dNTP-Mix und 2,5 U Pwo-DNA-Polymerase (PeqLab, Erlangen). Das 
Inkubationsprotokoll bestand aus initialer Denaturierung für 120 s bei 94°C, 10 Zyklen aus 
Denaturierung bei 94°C für 30 s, Annealing bei 46°C für 30 s und Polymerisation bei 72°C 
für 90 s, 20 Zyklen aus Denaturierung bei 94°C für 30 s, Annealing bei 50°C für 30 s und 
Polymerisation bei 72°C für 90 s (wobei bei jedem Zyklus die Synthesezeit um 20 s 
verlängert wurde) und einer abschließenden Polymerisation bei 72°C für 7 min. 
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Tabelle 2 Oligonukleotide zur Amplifikation und Sequenzierung, die in dieser Arbeit verwendet wurden. 
Restriktionsschnittstellen (RE) sind unterstrichen, die Vorwärtsprimer sind mit F und die Rückwärtsprimer mit R 
bezeichnet: 
 
Name Basensequenz (5‘ → 3‘) RE 
GadhPto0332F AATAGATATCCGATGAAAATTTACATAGATG EcoRV 
GadhPto0332R TTTCTCGAGTTTTAAAGATTTTTGAATAGG XhoI 
GadhTa0809F GCTAACGTTACATATGGATACGAAGTTATAC NdeI 
GadhTa0809R ATGGATCCTTAAGATCACTGAAACAGATCGTC BamHI 
KDGAPto1279aF GAATTCATATGTACAAGGGTATAGTATG NdeI 
KDGAPto1279aR GATTAGGATCCAAAATATTAATTTATATTTCAA BamHI 
T7-Promotor Primer TAATACGACTCACTATAGGG  
T7-Terminator Primer GCTAGTTATTGCTCAGCGG  
 
 
Amplifikation zur Kontrolle einer Klonierung („Kolonie-Screening“). Transformanten 
wurden auf vorhandenes Insert in erwarteter Länge geprüft. Der Reaktionsansatz enthielt als 
Template einen Transformanten, der mit sterilem Zahnstocher von der Agarplatte 
aufgenommen wurde, je 200 nM Primer (T7-Promotor- und T7-Terminatorprimer), 5 µl 10 x 
Reaktionspuffer, 200 µM dNTPs und 3 mM MgCl2. Die Taq-DNA-Polymerase (1 U, 
Biotherm, Hamburg) wurde nach dem initialen Denaturierungsschritt zugegeben. Das 
Inkubationsprotokoll bestand aus initialer Denaturierung für 300 s bei 94°C, 30 Zyklen aus 
Denaturierung bei 94°C für 20 s, Annealing bei 48°C für 30 s und Polymerisation bei 72°C 
für 90 s und einer abschließenden Polymerisation bei 72°C für 7 min. 
4.6.4 Konzentration und Reinheitsanalyse von DNA 
Absorptionsmessung bei 260 nm und 280 nm. Die Konzentration von DNA wurde 
photometrisch durch Absorptionsmessung bei 260 nm im NanoDrop ND-1000 
Spektralphotometer (NanoDrop Technologies, Inc.; Wimington, USA) bestimmt.  
Agarosegelelektrophorese. Agarosegele wurden dazu benutzt, DNA-Fragmente, Plasmide 
und genomische DNA der Größe nach analytisch oder präparativ zu trennen. Die Trennung 
erfolgte für hochmolekulare DNA in 0,8%igen und für niedermolekulare DNA in 2%igen 
Agarosegelen. Dazu wurde Agarose in 30 ml TBE-Puffer (89 mM Tris-HCl pH 8,0 mit 89 
mM Borat und 2,5 mM EDTA) durch Aufkochen gelöst, nach Abkühlung auf etwa 60°C 30 
μg Ethidiumbromid zugegeben und in eine Gießvorrichtung (7x10 cm) gegossen. Die DNA-
Proben wurden mit 6 x Auftragspuffer (Fermentas, Vilnius, Litauen) versetzt und neben 
einem Standard (HindIII verdaute λ-DNA oder Gene Ruler 100 bp DNA LadderPlus, 
Fermentas, Vilnius, Litauen) aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei konstant 100 V in 
TBE-Puffer. Anschließend wurden die Gele auf einem UV-Schirm (366 nm) analysiert. 
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4.6.5 Klonierung von PCR-Produkten in einen Vektor 
Vermehrung von Vektoren in E. coli und Isolierung von Plasmid-DNA. Vektoren ohne 
bzw. mit Insert wurden zur Klonierung bzw. zur Sequenzierung und Transformation in E. coli 
Stamm JM109 (Yanisch-Perron et al. 1985) in LB-Medium mit 100 µg/ml Carbenicillin 
vermehrt und anschließend daraus mit dem Plasmid Miniprep Kit (PeqLab, Erlangen) isoliert. 
Das LB-Medium hatte folgende Zusammensetzung: 10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 5 g/l 
NaCl, pH 7,5. 
Reinigung von DNA aus Reaktionsansätzen und Agarosegelen. PCR-Ansätze wurden für 
die Restriktionshydrolyse mit dem QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden) von 
DNA-Polymerase, Salzen und Puffer gereinigt. Vektoren und amplifizierte DNA wurden für 
die Ligation von Restriktionsenzymen, Salzen und Puffer gereinigt, indem sie über 
präparative Agarosegelelektrophorese aufgetrennt und die DNA-Banden auf einem UV-
Schirm mittels Skalpell ausgeschnitten wurden. Die DNA wurde mit dem QIAquick Gel 
Extraction Kit (Qiagen, Hilden) aus dem Gel extrahiert.  
Restriktionshydrolyse von Vektoren und PCR-Produkten. Die Restriktionshydrolyse 
wurde jeweils als Doppel-Verdau angesetzt, d.h. beide Restriktionsendonukleasen (New 
England Biolabs GmbH, Schwalbach/Taunus) wurden in einen Ansatz gegeben und in einem 
vom Hersteller mitgelieferten, optimalen Puffer mit der DNA inkubiert. Die Ansätze 
folgender Zusammensetzung wurden bei 37°C für 12-17 h inkubiert: 50 µl Plasmid-DNA (1 
bis 10 µg DNA), jeweils 10 U Restriktionsendonuklease, 10 µl 10 x Reaktionspuffer ad. 100 
µl A. bidest. bzw. 40 µl PCR-Fragment (1 bis 10 µg DNA), jeweils 10 U 
Restriktionsendonuklease, 5 µl Reaktionspuffer ad. 50 µl A. bidest. 
Behandlung der Vektoransätze mit alkalischer Phosphatase. Um eine Religation des 
geschnittenen Plasmids zu verhindern, wurden Vektorensätze mit alkalischer Phosphatase 
(Calf Intestinal Phosphatase, New England Biolabs GmbH) behandelt. Pro µg Vektor-DNA 
wurden 0,5 U Enzym eingesetzt und für 30 min bei 37°C inkubiert. Anschließend wurden die 
Vektoransätze über eine präparative Agarosegelelektophorese aufgereinigt. 
Ligation eines DNA-Fragments in einen Vektor. Die 10 µl Ligationsansätze enthielten 
PCR-Fragment, Plasmid und 1 U T4-DNA-Ligase (Roche Diagnostics, Mannheim) mit 
entsprechendem T4-DNA-Ligasepuffer. Die zu ligierenden PCR-Fragmente wurden dabei im 
3- bis 5fachen molaren Überschuss zu den Plasmiden eingesetzt. Die Ansätze wurden bei 
16°C für 12 h inkubiert und anschließend direkt für die Transformation in E. coli JM109 
eingesetzt. 
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Transformation von einem Vektor in E. coli. Sowohl Ligationsansätze als auch gereinigte 
Plasmid-DNA wurde in E. coli transformiert. Je Transformationsansatz wurden 80 µl 
kompetente Zellen, die mir freundlicherweise von Dr. U. Johnsen, Kiel überlassen wurden, 
auf Eis aufgetaut, mit 10 µl Ligationsansatz bzw. 1 bis 2 µg Plasmid-DNA vorsichtig 
gemischt und für 60 min auf Eis inkubiert. Die Ansätze wurden dann für 40 s einem 
Hitzeschock bei 42°C ausgesetzt und für weitere 10 min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 
400 µl SOC-Medium (0,5% Hefeextrakt, 2% Trypton, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 10 mM 
MgCl2, 10 mM MgSO4 und 20 mM Glucose, pH 7,0, auf 37°C vorgewärmt) wurden die 
Zellen für 30 min bei 37°C unter aeroben Bedingungen inkubiert. Aliquots dieser Ansätze 
wurden zur Selektion auf antibiotikahaltigen LB-Agarplatten (LB-Medium mit 18 g/l Agar) 
ausplattiert und über Nacht bei 37°C inkubiert. 
4.6.6 Sequenzierung 
Alle im Rahmen dieser Arbeit konstruierten Vektoren wurden sequenziert. Das Insert und die 
flankierenden Bereiche des Vektors wurden jeweils durch Abgleich mit den 
Originalsequenzen auf Fehlerfreiheit überprüft. Die Sequenzierung von Plasmid-DNA 
erfolgte nach Sanger, wobei durch Einbau von unterschiedlich fluoreszenzmarkierten 
Didesoxynukleotiden Kettenabbrüche erzeugt wurden (Sanger et al. 1977). Die 
fluoreszenzmarkierten Produkte wurden mittels Kapillarelektrophorese aufgetrennt, mit einem 
Laser angeregt und die emittierte Fluoreszenz detektiert (ABI PRISM 310, Perkin Elmer 
Cetus, Norwalk, USA). Die Sequenzansätze waren wie folgt zusammengesetzt: 0,2 bis 0,6 µg 
Plasmid-DNA, 0,5 µM Primer (T7-Promotor- bzw. Terminator-Primer oder, im Falle langer 
Inserts, mit zum Insert komplementär gewählten Primern), 2 µl Big Dye Terminator Cycle 
Sequencing Ready Reaction, 1 µl Big Dye Sequencing Buffer (ABI PRISM, Applied 
Biosystems, Warrington, England) ad 10 µl A. bidest. Das Sequenzprotokoll bestand aus 
folgenden Zyklen: initialer Denaturierungsschritt bei 96°C für 60 s, 25 Zyklen mit 
Denaturierung bei 96°C für 10 s, Annealing bei 48°C für 5 s und Synthese bei 60°C für 240 s 
und einem abschließenden Syntheseschritt bei 60°C für 5 min. Die PCR-Ansätze wurden für 
die nachfolgende Sequenzierung gereinigt. Dazu wurden die Ansätze auf 100 µl mit A. bidest. 
aufgefüllt und 2 µl Dextranblau (20 ng/µl), 10 µl 3 M Natriumacetat pH 4,8 und 250 µl 99% 
Ethanol zugegeben. Durch 30minütige Zentrifugation wurde die DNA pelletiert, dann das 
Pellet zweimal mit 250 µl 70% Ethanol gewaschen und anschließend für 5 min in einer 
Vakuumzentrifuge getrocknet. Das getrocknete Pellet konnte nach Lösen in 12 µl A. bidest. 
zur Sequenzierung eingesetzt werden.  
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4.6.7 Expression 
Als Expressionssystem dienten Ampicillinresistenz-tragende Vektoren pET17b oder pET19b 
(Novagen, Schwalbach), die jeweils kombiniert wurden mit dem Chloramphenicol-resistenten 
Expressionsstamm E. coli BL21(DE3)-CodonPlus-RIL (Stratagene, Amsterdam, 
Niederlande). Tabelle 3 gibt eine Übersicht über alle in dieser Arbeit klonierten ORFs: 
 
Tabelle 3: Übersicht über die in dieser Arbeit klonierten ORFs. Die Quelle der DNA, der verwendete 
Vektor, die zum Klonieren verwendeten Schnittstellen, die Namen der Amplifikations-Primer, die Bezeichnung 































KdgaPto1279aR KdgaPto-pET19b KDGAPto 
 
 
Expressionen wurden in LB-Medium mit 100 µg/ml Carbenicillin und 34 µg/ml 
Chloramphenicol bei 20°C bzw. 37°C unter aeroben Bedingungen durchgeführt. Die 
Induktion erfolgte mit 0,4 mM IPTG (pET17b) bzw. 1 mM IPTG (pET19b). Nach Expression 
wurden die Zellen bei 4°C für 20 min mit 8000 x g pelletiert. Im Folgenden werden die 
Bedingungen der Überexpressionen für die entsprechenden Genprodukte dargestellt: 
GADHPto wurde in 800 ml Medium bei 20°C exprimiert. Die Induktion erfolgte bei einer 
OD578 von 0,73. Nach 16 h Expression wurden die Zellen bei einer OD578 von 2,3 pelletiert.  
GADHTa wurde in 800 ml Medium bei 37°C exprimiert. Die Induktion erfolgte bei einer 
OD578 von 0,7. Nach 4 h Expression wurden die Zellen bei einer OD578 von 2,9 pelletiert.  
KDGAPto wurde in 800 ml Medium bei 37°C exprimiert. Die Induktion erfolgte bei einer 
OD578 von 1,3. Nach 4 h Expression wurden die Zellen bei einer OD578 von 4,6 pelletiert.  
4.7 Nachweis von Enzymaktivitäten in Rohextrakten 
4.7.1 Zellaufschluss  
Die bei -70°C gelagerten Zellen wurden aufgetaut und in Aufschlusspuffer (P. aerophilum: 50 
mM Tris/HCl pH 7,0; P. torridus, T. acidophilum und S. acidocaldarius: 100 mM Tris-HCl 
pH 8,0) suspendiert. Die Zellen wurden durch Ultraschall (Branson Sonifier 250, Branson, 
Heinemann, Schwäbisch Gmünd) unter Eiskühlung aufgeschlossen (Probenvolumen 0,5-1 ml, 
Minitip, 3 x 30 s, 35% duty cycle, output control 3,5) und bei 14.000 Upm für 20 min 
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zentrifugiert. Für den Nachweis der GAPOR-Aktivität in P. aerophilum wurden die Zellen 
mittels Ultraschall (3 x 2 min) in Tris/HCl pH 7,4, 5 mM DTE aufgeschlossen und für 15 
Minuten bei 14000 Upm zentrifugiert und der zellfreie Extrakt anaerobisiert. Dazu wurde der 
Extrakt in einem mit Gummistopfen verschlossenen Glasgefäß mindestens dreimalig mit N2 
(100%, 0,5 bar) be- und entgast.  
4.7.2 Allgemeine Handhabung von Enzymtests 
Im Folgenden werden die Testsysteme beschrieben, die zur Bestimmung der Enzyme 
verwendet wurden. Die Enzymtests wurden an einem beheizbaren Ultrospec2000 Photometer 
(Pharmacia, Freiburg) in Halbmikro-Einwegküvetten (d = 1 cm) durchgeführt. 
Testsysteme, die mit der Reduktion von Benzylviologen gekoppelt waren, wurden unter 
anaeroben Bedingungen in mit Gummistopfen verschlossenen Glasküvetten mit N2 (0,2 bar) 
als Gasphase durchgeführt. Das Benzylviologen wurde durch Zugabe von Natriumdithionit 
vor dem Start der Reaktion anreduziert.  
Die Testlösungen wurden in den Küvetten bei der jeweiligen Temperatur vorinkubiert, die 
Startbarkeit sowie die Proteinabhängigkeit der Reaktion durch die verschiedenen Substrate 
bzw. durch Extrakt wurden überprüft. Es war sichergestellt, dass die verwendeten 
Hilfsenzyme im Test nicht limitierend waren.  
Bei diskontinuierlichen Testsystemen wurde in Eppendorfgefäßen bei der entsprechenden 
Temperatur im Thermoblock inkubiert. Nach Inkubation für verschiedene Zeiten wurden die 
Eppendorfgefäße für 10 min auf Eis gestellt oder durch 10% Trichloressigsäure (TCA) 
gestoppt. Danach wurde ein Aliquot entnommen und in analytische Tests eingesetzt. Die 
Proteinabhängigkeit der Reaktion und die Startbarkeit wurden in entsprechenden 
Kontrollansätzen überprüft. Enzymtests mit Pyridinnucleotiden wurden bei 365 nm, mit 
Benzylviologen bei 578 nm und mit Dichlorphenolindophenol (DCPIP) bei 600 nm 
durchgeführt. Für die Berechnung der spezifischen Aktivitäten wurden die folgenden molaren 
Extinktionskoeffizienten, angegeben in mM-1cm-1 pro 2 Elektronen, verwendet: ε365(NADH) 
= 3,4, ε365(NADPH) = 3,4, ε578(BVred) = 17,2, ε600(DCPIPred) = 19,1. Eine Einheit (1 Unit) der 
Enzymaktivität ist definiert als der Verbrauch von 1 µmol Substrat bzw. die Bildung von 1 
µmol Produkt pro Minute. Bei Benzylviologen als Ein-Elektronenakzeptor entspricht 1 U der 
Reduktion von 2 µmol Elektronenakzeptor pro Minute.  
Anaerobe Testbedingungen: Für Tests unter anaeroben Bedingungen wurden mit einem 
Schliff versehene Glasküvetten mit einem Gummistopfen verschlossen und durch dreimaliges 
Be- und Entgasen mit N2 (100%, 0,2 bar) anaerobisiert. Unter Vakuum wurde anschließend 
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mit einer anaerobisierten Spritze anaerober Testpuffer in die Küvetten gegeben und zweimal 
be- und entgast. Nach Aufheizen auf die gewünschte Messtemperatur im beheizten 
Küvettenhalter wurde der Überdruck mit einer Kanüle abgelassen. Ansätze mit 
Benzylviologen als Elektronenakzeptor wurden vor Start der Reaktion mit ca. 2-3 µl einer 100 
mM Natriumdithionitlösung soweit reduziert, dass eine leichte konstante Blaufärbung 
bestand. Die Substrate wurden in Ampullen (5 ml) eingewogen, die mit Gummistopfen 
verschlossen und durch dreimaliges Be- und Entgasen mit einer N2-Atmosphäre versehen 
wurden. Mit anaerobem Wasser wurden die Substrate gelöst. Der Extrakt bzw. die GAPOR-
Lösungen wurden ebenfalls in Ampullen gefüllt und durch dreimaliges Be- und Entgasen mit 
N2 anaerobisiert. Substrate und Enzymlösung wurden mit Spritzen (Unimetrics, Macherey & 
Nagel, Düren) in die Küvetten gegeben. Zur Herstellung des anaeroben Puffers wurde dieser 
unter N2-Begasung zum Kochen gebracht. Nach Überführung des Puffers in eine 
Infusionsflasche (Müller-Krempel AG, Bulach, Schweiz) wurde dieser unter N2-Begasung 
abgekühlt. Der Puffer enthielt 5 mM DTE.  
4.7.3 Enzymaktivitäten von Embden-Meyerhof-Wegen  
Hexokinase/Glucokinase: Die Aktivität wurde bei 75°C als ATP-abhängige Bildung von 
Glucose-6-Phosphat und ADP aus Glucose gemessen. Die Reaktion wurde über eine 
rekombinant hergestellte Glucose-6-Phosphat Dehydrogenase aus Thermotoga maritima 
(Hansen et al. 2002) mit der Reduktion von NADP+ gekoppelt. Der Testansatz enthielt 100 
mM Tris/HCl pH 8,0, 10 mM Glucose, 2 mM ATP (reinst; Sigma, Deisenhofen), 10 mM 
MgCl2, 1 mM NADP+, 0,5 U Glucose-6-Phosphat Dehydrogenase und Extrakt.  
Glucosephosphat Isomerase: Die Aktivität der Glucosephosphat Isomerase wurde bei 55°C 
oder 75°C (P. aerophilum) als Bildung von Glucose-6-Phosphat aus Fructose-6-Phosphat 
gemessen. Die Reaktion wurde über eine Glucose-6-Phosphat Dehydrogenase mit der 
Reduktion von NADP+ gekoppelt (bei 75°C mit dem rekombinanten Enzym aus Thermotoga 
maritima). Der Testansatz enthielt 100 mM BisTris/HCl pH 7,2 oder 100 mM HEPES pH 7,2, 
3-5 mM Fructose-6-Phosphat, 1-2 mM NADP+, 0,5-2 U Glucose-6-Phosphat Dehydrogenase 
und Extrakt. 
6-Phosphofructokinase: Die Aktivität der 6-Phosphofructokinase wurde bei 55°C als 
Bildung von Fructose-1,6-Bisphosphat aus Fructose-6-Phosphat und ATP gemessen. Die 
Reaktion wurde über Aldolase, Triosephosphat Isomerase und Glycerin-3-Phosphat 
Dehydrogenase an die Oxidation von NADH gekoppelt. Der Testansatz enthielt 100 mM 
Tris/HCl pH 8,0, 2 mM ATP, 10 mM MgCl2 und 5 mM Fructose-6-Phosphat, 0,3 mM 
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NADH, 3 U Aldolase, 4 U Triosephosphate Isomerase und 1 U Glycerin-3-Phosphat 
Dehydrogenase. Der Umsatz von einem mol Fructose-1,6-Bisphosphat entsprachen der 
Oxidation von zwei mol NADH.  
Fructose-1,6-Bisphosphat Aldolase: Die Aktivität der Fructose-1,6-Bisphosphat Aldolase 
wurde bei 55°C als Bildung von Dihydroxyacetonphosphat aus Fructose-1,6-Bisphosphat 
gemessen. Die Reaktion wurde über Triosephosphat Isomerase und Glycerin-3-Phosphat 
Dehydrogenase an die Oxidation von NADH gekoppelt, wobei ein mol umgesetztes Fructose-
1,6-Bisphosphat zwei mol NADH entspricht. Der Testansatz enthielt 100 mM Tris/HCl pH 
7,2, 5 mM Fructose-1,6-Bisphosphat, 0,3 mM NADH, 10 U Triosephosphat Isomerase, 1 U 
Glycerin-3-Phosphat Dehydrogenase und Extrakt. 
Triosephosphat Isomerase: Die Aktivität der Triosephosphat Isomerase wurde bei 55°C als 
Bildung von Dihydroxyacetonphosphat aus Glycerinaldehyd-3-Phosphat bestimmt. Die 
Reaktion wurde über Glycerin-3-Phosphat Dehydrogenase mit der Oxidation von NADH 
gekoppelt. Der Testansatz enthielt 100 mM BisTris pH 6,7 (P. aerophilum) oder 50 mM 
HEPES pH 6,8, 0,6 mM Glycerinaldehyd-3-Phosphat, 0,3 mM NADH, 2 U Glycerin-3-
Phosphat Dehydrogenase und Extrakt. 
Glycerinaldehyd-3-Phosphat: Ferredoxin Oxidoreduktase (GAPOR): Die Aktivität des 
Enzyms wurde bei 50°C bestimmt, indem die Reduktion des künstlichen Elektronenakzeptors 
Benzylviologen gemessen wurde (Mukund und Adams 1995). Glycerinaldehyd-3-Phosphat 
wurde entweder direkt in den Test eingesetzt (500 µM) oder mit Hilfe der Fructose-1,6-
Bisphosphat Aldolase und Triosephosphat Isomerase aus Fructose-1,6-Bisphosphat 
angeliefert. Der Testansatz enthielt jeweils 5 mM Benzylviologen. Es wurde sichergestellt, 
dass Glycerinaldehyd-3-Phosphat (GAP) unter den gewählten Testbedingungen stabil war. 
Für die Anlieferung von GAP enthielt der Ansatz 10 mM Fructose-1,6-Bisphosphat, 0,45 U 
Fruktose-1,6-Bisphosphat Aldolase und 12 U Triosephosphat Isomerase. Während der 
Reinigung der GAPOR aus P. aerophilum wurde der Test in 100 mM Tris/HCl, pH 7,2, 5 mM 
DTE durchgeführt, zur Charakterisierung des gereinigten Enzyms in 50 mM KPP, pH 8,0.  
Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase: In P. aerophilum wurde die Aktivität der 
Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase bei 60°C als Bildung von 1,3-
Bisphosphoglycerat aus Glycerinaldehyd-3-Phosphat bestimmt, indem die Reduktion von 
NADP+ oder NAD+ gemessen wurde. Der Testansatz enthielt 100 mM Tris/HCl, pH 6,9, 1 
mM Glycerinaldehyd-3-Phosphat, 1 mM NADP+ oder NAD+, 20 mM K2HPO4 und Extrakt. 
In P. torridus wurde die Aktivität der Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase bei 55°C 
als NADPH-abhängige Bildung von Glycerinaldehyd-3-Phosphat aus 1,3-Bisphosphoglycerat 
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bestimmt, indem die Oxidation von NADPH gemessen wurde. Der Testansatz enthielt 100 
mM Tris/HCl pH 8,2, 20 mM 3-Phosphoglycerat, 0,6 mM NADPH, 8 mM ATP, 6 U 3-
Phosphoglycerat Kinase und Extrakt.  
3-Phosphoglycerat Kinase: Die Aktivität der 3-Phosphoglycerat Kinase wurde bei 55°C als 
ATP-abhängige Bildung von 1,3-Bisphosphoglycerat aus 3-Phosphoglycerat gemessen. Die 
Reaktion wurde über Pyruvat Kinase und Laktat Dehydrogenase an die Oxidation von NADH 
gekoppelt. Der Testansatz enthielt für P. aerophilum 100 mM BisTris, pH 6,7, 1 mM 3-
Phosphoglycerat, 2 mM ATP, 1 mM Phosphoenolpyruvat, 10 mM MgCl2, 0,4 mM NADH, 5 
U Pyruvat Kinase, 5,5 U Laktat Dehydrogenase und Extrakt. Der Testansatz enthielt für P. 
torridus 100 mM HEPES, pH 7,8, 2 mM 3-Phosphoglycerat, 4 mM ATP, 2 mM 
Phosphoenolpyruvat, 10 mM MgCl2, 0,4 mM NADH, 5 U Pyruvat Kinase, 5,5 U Laktat 
Dehydrogenase und Extrakt.  
Phosphoglycerat Mutase: Die Aktivität der Phosphoglycerat Mutase wurde bei 55°C als 
Bildung von 2-Phosphoglycerat aus 3-Phosphoglycerat bestimmt. Die Reaktion wurde über 
Enolase, Pyruvat Kinase und Laktat Dehydrogenase an die Oxidation von NADH gekoppelt. 
Der Testansatz enthielt für P. aerophilum 100 mM Tris/HCl, pH 7,2 bzw. für P. torridus 100 
mM HEPES, pH 7,2, 1 mM 3-Phosphoglycerat, 2 bzw. 3 mM ADP, 0,3 mM NADH, 5 bzw. 
10 mM MgCl2, 0,07 U Enolase, 1 U Pyruvat Kinase, 1,1 U Laktat Dehydrogenase und 
Extrakt. 
Enolase: Die Aktivität der Enolase wurde bei 55°C als Bildung von Phosphoenolpyruvat aus 
2-Phosphoglycerat bestimmt. Die Reaktion wurde über Pyruvat Kinase und Laktat 
Dehydrogenase an die Oxidation von NADH gekoppelt. Der Testansatz enthielt 50 mM 
HEPES, pH 6,5, 1 mM 2-Phosphoglycerat, 10 mM MgCl2, 2 mM ADP, 0,3 mM NADH, 5 U 
Pyruvatkinase, 5,5 U Laktat Dehydrogenase und Extrakt. 
Ferner wurde die Aktivität der Enolase bestimmt, indem 2-Phosphoglycerat aus 3-
Phosphoglycerat durch eine Phosphoglucomutase gebildet wurde. Die Reaktion wurde über 
Pyruvat Kinase und Laktat Dehydrogenase an die Oxidation von NADH gekoppelt. Der 
Testansatz enthielt 50 mM HEPES pH 7,8, 1 mM 3-Phosphoglycerat, 10 mM MgCl2, 2 mM 
ADP, 0,3 mM NADH, 1 U Mutase, 5 U Pyruvat Kinase, 5,5 U Laktat Dehydrogenase und 
Extrakt. 
Pyruvat Kinase: Die Aktivität der Pyruvat Kinase wurde bei 55°C bzw. 65°C (P. 
aerophilum) als ADP-abhängige Bildung von Pyruvat und ATP aus Phosphoenolpyruvat 
gemessen. Die Reaktion wurde über Laktat Dehydrogenase mit der Oxidation von NADH 
gekoppelt. Der Testansatz enthielt 50 mM HEPES pH 6,5, 1-5 mM Phosphoenolpyruvat, 5 
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mM ADP, 10 mM MgCl2 bzw. MnCl2, 10 mM KCl, 0,3 mM NADH, 5,5-8,5 U Laktat 
Dehydrogenase und Extrakt. 
4.7.4 Enzymaktivitäten von Entner-Doudoroff-Wegen  
Glucose Dehydrogenase: Die Aktivität der Glucose Dehydrogenase wurde bei 55 bzw.65°C 
(S. acidocaldarius) als Bildung von Gluconat aus Glucose bestimmt, indem die Reduktion 
von NADP+ gemessen wurde. Der Testansatz enthielt 50 mM HEPES pH 7,2, 50 mM 
Glucose, 2 mM NADP+ und Extrakt. Der Testansatz für S. acidocaldarius enthielt 50 mM 
HEPES pH 8,2, 5 mM Glucose, 1 mM NADP+ und Extrakt. 
Gluconat und 6-Phosphogluconat Dehydratase: Die Aktivität der Gluconat Dehydratase 
bzw. der 6-Phosphogluconat Dehydratase wurde anhand der Bildung des Produktes 2-Keto-3-
Deoxygluconat (KDG) bzw. 2-Keto-3-Deoxy-6-Phosphogluconat (KDPG) gemessen. Die 
Testansätze (0,3 ml) wurden bei 60°C inkubiert. Über einen Zeitraum von 20 Minuten wurden 
Proben (100-140 µl) entnommen und die Reaktion durch Zugabe von Trichloressigsäure 
(TCA) gestoppt. Anschließend wurden die Proben 10 Minuten zentrifugiert. Die quantitative 
Bestimmung von KDG und KDPG im Überstand erfolgte colorimetrisch. Der Testansatz für 
die Gluconat Dehydratase enthielt 50 mM Na-Phosphat, pH 6,2, 20 mM MgCl2, 7,5 mM 
Gluconat bzw. 6-Phosphogluconat und Extrakt.  
2-Keto-3-Deoxygluconat (KDG) und 2-Keto-3-Deoxy-6-Phosphogluconat (KDPG) 
Aldolase: (Test 1) Die Aktivität der KDG-Aldolase wurde als Bildung von KDG aus Pyruvat 
und Glycerinaldehyd im diskontinuierlichen Test bestimmt. Die Aktivität der KDPG-Aldolase 
wurde entsprechend als Bildung von KDPG aus Pyruvat und Glycerinaldehyd-3-Phosphat 
bestimmt. Die Testansätze (1 ml) wurden bei 60°C inkubiert. Über einen Zeitraum von 20 
Minuten wurden Proben (100-140 µl) entnommen und die Reaktion durch Zugabe von TCA 
gestoppt. Anschließend wurden die Proben 10 Minuten zentrifugiert. Die quantitative 
Bestimmung von KDG und KDPG im Überstand erfolgte colorimetrisch (XXX). Der 
Testansatz für die KDG-Aldolase enthielt 50 mM Na-Phosphat, pH 6,2, 20 mM Pyruvat, 20 
mM Glycerinaldehyd und Extrakt. Im Testansatz für die KDPG-Aldolase wurde 
Glycerinaldehyd durch Glycerinaldehyd-3-Phosphat in Konzentration von 1-20 mM ersetzt. 
(Test 2) Die Aktivität der KD(P)G-Aldolase wurde bestimmt, indem die KDG- bzw. KDPG-
abhängige Bildung von Pyruvat bei 55°C bzw. 65°C (S. acidocaldarius) gemessen wurde. Die 
Reaktion wurde mittels Laktat Dehydrogenase an die Oxidation von NADH gekoppelt. Der 
Testansatz enthielt 50 mM Na-Phosphat, pH 6,2, 2 mM KDG bzw. 32 mM KDPG, 0,3 mM 
NADH, 5,5 U Laktat Dehydrogenase und Extrakt. Der Testansatz für S. acidocaldarius 
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enthielt 50 mM Na-Phosphat, pH 6,2, 5 mM KDG bzw. 2 mM KDPG, 0,3 mM NADH, 5,5 U 
Laktat Dehydrogenase und Extrakt. 
KDG-Kinase: Die Aktivität der KDG Kinase wurde bei 55°C als ATP- und KDG abhängige 
Bildung von KDPG und ADP im diskontinuierlichen Test bestimmt. Die Reaktion wurde über 
Pyruvat Kinase und Laktat Dehydrogenase an die Oxidation von NADH gekoppelt. Der 
Testansatz enthielt 100 mM Tris/HCl pH 8,3, 1 mM KDG, 10 mM MgCl2, 1 mM ATP, 5 mM 
EGTA. Über einen Zeitraum von 20 Minuten wurden Proben (100 µl) entnommen und für 
mindestens 10 min auf Eis gestellt. Nach Zugabe von 880 µl Detektionslösung (50 mM Tris-
HCl pH 8,0, 5,5 U Laktat Dehydrogenase, 0,4 mM NADH, 10 mM KCl) und einer 
zweiminütigen Inkubation bei 25°C wurden 2 mM PEP zugegeben und weiter zwei Minuten 
inkubiert. Die Oxidation von NADH nach Zugabe von 5 U Pyruvat Kinase wurde bestimmt. 
Glycerinaldehyd Dehydrogenase: Die Aktivität der Glyceraldehyd-Dehydrogenase wurde 
bei 55°C als Bildung von Glycerat aus Glycerinaldehyd bestimmt, indem die Reduktion von 
NADP+ gemessen wurde. Der Testansatz enthielt 50 mM HEPES, pH 7,2, 1 mM 
Glycerinaldehyd, 1 mM NADP+ und Extrakt. 
Glycerinaldehyd Oxidoreduktase: Die Aktivität der Glyceraldehyd-Oxidoreduktase wurde 
bei 60°C als Bildung von Glycerat aus Glycerinaldehyd bestimmt, indem die Reduktion von 
DCPIP+ gemessen wurde. Der Testansatz enthielt 50 mM HEPES, pH 6,5, 5 mM 
Glycerinaldehyd, 0,2 mM DCPIP+ und Extrakt. 
Glyceratkinase: (Test 1) Die Aktivität der Glycerat Kinase wurde bei 55°C als ATP- und D-
Glycerat-abhängige Bildung von 2-Phosphoglycerat und ADP bestimmt. Die Reaktion wurde 
über Pyruvatkinase und Laktat Dehydrogenase an die Oxidation von NADH gekoppelt. Der 
Testansatz enthielt 100 mM Tris/HCl pH 8,3, 2,6 mM Glycerat, 10 mM MgCl2, 2 mM ATP, 
0,3 mM NADH, 1 mM PEP, 5 mM EGTA, 5 U Pyruvat Kinase, 5,5 U Laktat Dehydrogenase 
und Extrakt. 
(Test 2) Die Aktivität der Glycerat Kinase wurde bei 55°C als ATP- und D-Glycerat-
abhängige Bildung von ADP und 2-Phosphoglycerat bestimmt. Die Reaktion wurde über 
Enolase, Pyruvat Kinase und Laktat Dehydrogenase an die Oxidation von NADH gekoppelt. 
Der Testansatz enthielt 100 mM Tris/HCl, pH 8,3, 2,6 mM Glycerat, 10 mM MgCl2, 2 mM 
ATP, 0,3 mM NADH, 5 mM EGTA, 5 U Enolase, 5 U Pyruvat Kinase, 5,5 U Laktat 
Dehydrogenase und Extrakt. 
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4.8 Proteinbiochemische Methoden 
4.8.1 Bestimmung der Proteinkonzentration 
Die Proteinkonzentrationen wurden mit einer modifizierten Methode nach Bradford bestimmt 
(Bradford 1976). Es wurden 100 µl Probe und 900 µl Bradford-Reagenz (35 mg Serva blue G, 
25 ml 96% Ethanol und 50 ml ortho-Phosphorsäure auf 500 ml A. bidest.) eingesetzt, 
gemischt und 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Extinktion wurde bei 595 nm 
gemessen. Eine Proportionalität der Messwerte war bis zu einer Proteinmenge von 5 µg im 
Test gegeben. Die Eichung erfolgte Rinderserum-Albumin Fraktion V (Merck, Darmstadt). 
4.8.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese 
Die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese diente der Reinheitskontrolle während der 
Proteinreinigung und der Bestimmung der apparenten molekularen Masse der Untereinheiten 
gereinigter Proteine. Die Elektrophorese erfolgte nach Laemmli in 12%igen, 
diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamidgelen (7 cm x 8 cm x 0,1 cm) in einer Mini Protean II 
Elektrophorese Zelle (Biorad, München). Trenn- und Sammelgel hatten folgende 
Zusammensetzung (Laemmli 1970): 
 
 Trenngel (12%) Sammelgel (3.75%) 
30% Acrylamid 0.8% Bisacrylamid 1 ml 0,25 ml 
1,5 M Tris-HCl pH 8,8 0,625 ml - 
0,5 M Tris-HCl pH 6,8 - 0,3 ml 
10% SDS 0,025 ml 0,05 ml 
A. bidest. 0,818 ml 1,625 ml 
10% Ammoniumpersulfat  12,5 µl 12,5 µl 
TEMED 1,25 µl 2,5 µl 
 
Die Proben wurden mit 5x Auftragspuffer (63 mM Tris-HCl pH 6,8, 2% SDS, 10% Glycerin, 
0,05% Bromphenolblau, 250 mM Dithiothreitol) versetzt, 10 min bei 95°C inkubiert und in 
die Geltaschen pipettiert. Der Elektrophoresepuffer bestand aus 25 mM Tris mit 190 mM 
Glycin und 0,02% SDS (pH-Wert wie eingewogen). Das Einlaufen der Proben in das 
Sammelgel erfolgte bei 70 V für 10 min. Die Trennung der Proteine über das Trenngel 
erfolgte bei 210 V für 60 min. Als Molekulargewichtsmarker dienten Standards von Biorad 
(München) oder PeqLab (Erlangen). 
Färbung mit Coomassie. Nach der Elektrophorese wurden die Proteine für mindestens 10 
min. in 25% Isopropanol und 10% Essigsäure im Gel fixiert und anschließend mit 0,03% 
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Coomassie Brilliant Blue R250 in 10% Essigsäure gefärbt. Abschließend erfolgte die 
Entfernung von nicht-proteingebundenem Farbstoff in Essigsäure. 
4.8.3 Identifizierung der hypothetischen offenen Leserahmen 
Das gereinigte Protein wurde aus einem SDS-Polyacrylamidgel ausgeschnitten und der 
hypothetische offene Leserahmen von Prof. Dr. Bott (Forschungszemtrum, Jülich) mittels 
massenspektrometrischer Methode (MALDI-TOF) identifiziert. 
4.8.4 Blotten und N-terminale Aminosäuresequenzierung 
Zur Bestimmung der N-terminalen Aminosäuresequenzen wurden je 15 bis 20 µg Protein 
durch Blotten auf eine ImmobilonTM Polyvinylidendifluorid (PVDF) Membran (Millipore, 
Eschborn) übertragen. Die Proben wurden zuvor auf ein 12%-iges SDS-Polyacrylamidgel 
(4.8.2) aufgetragen. Als Laufpuffer diente 100 mM Tris-HCl, pH 8,2 mit 100 mM Tricin und 
0,1% SDS. Die Membran wurde vor dem Blotten in Methanol getaucht und ebenso wie die 
für das Blotten notwendigen Materialien (Membran, Gel, Adapter und Filterpapier) in 
Transferpuffer (50 mM Natriumborat pH 9,0 mit 20% Methanol und 0,02% SDS) äquilibriert. 
Es wurde eine Mini Trans-Blot Zelle (Biorad, München), betrieben mit einem PowerPac 1000 
(Biorad, München), verwendet. Der Transfer des Proteins aus dem Gel auf die Membran 
erfolgte über 4 h bei konstant 35 V und 6 W. Anschließend wurde die Membran für 1 bis 2 
min in 0,3% Coomassie Brilliant Blue R250 mit 50% Methanol und 10% Essigsäure gefärbt 
und in 50% Methanol mit 10% Essigsäure entfärbt. Die Sequenzierung erfolge durch Herrn 
Dr. R. Schmidt (Universität Osnabrück). 
4.8.5 Apparentes Molekulargewicht von nativen Proteinen 
Die apparenten molekularen Massen der gereinigten Proteine wurden unter nativen 
Bedingungen säulenchromatographisch mittels Ausschluss-Chromatographie an einer 
Superdex 200 HiLoad 16/60 (Pharmacia, Freiburg) bestimmt. Bei jedem Säulenlauf mit 0,1 M 
Tris-HCl, pH 7,1 mit 150 mM NaCl und einer Flussgeschwindigkeit von 1 ml/min betrug das 
Probenvolumen 1 ml. Als Molekulargewichtsstandards dienten Dextran Blue (2000 kDa), β-
Amylase (200 kDa), Alkohol Dehydrogenase (150 kDa), Rinderserum-Albumin (66 kDa), 
Carboanhydrase (29 kDa) und Cytochrom c (12,4 kDa) (Sigma-Aldrich, Deisenhofen). 
4.8.6 Ultrafiltration 
Ultrafiltrationen wurden mit Hilfe einer 100 ml oder 10 ml Ultrafiltrationszelle (Amicon, 
Beverly, USA) durchgeführt. Diese Methode diente dem Ankonzentrieren oder dem 
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Umpuffern von Proteinlösungen während der Proteinreinigung. Zur Ultrafiltration wurden 
Filter (Sartorius, Göttingen) verschiedener Ausschlussgrößen eingesetzt. Die gewählte 
Ausschlussgröße lag jeweils unter der apparenten Größe der Untereinheiten der Proteine. 
4.9 Reinigung von nativen Enzymen 
Alle in dieser Arbeit gereinigten Proteine wurden bis zur apparenten Homogenität 
angereichert. Die säulenchromatographischen Schritte wurden mit einer BioLogic 
Workstation (Biorad, München) und FPLC-Säulen von Pharmacia (Freiburg) und Biorad 
(München) bei 7°C bis 20°C durchgeführt. Die Elution der Proteine von den Säulen wurde 
durch Absorptionsmessung bei 280 nm verfolgt. Zur Berechnung der spezifischen Aktivitäten 
wurde nach Ermittlung der Aktivität (U/ml) in den Fraktionen die Proteinkonzentration nach 
Bradford bestimmt. 
Reinigung der Gluconate Dehydratase (GAD) aus P. torridus. Der zellfreie Extrakt wurde 
aus 18 g Glucose-gewachsenen Feuchtzellen präpariert. Die Zellen wurden dazu in 30 ml 50 
mM Tris-HCl, pH 8,1 mit 10 mM MgCl2 suspendiert. Der Zellaufschluss erfolgte mittels 
zweimaliger Hochdruckhomogenisation in einer gekühlten French Press Zelle (American 
Instrument Company, Silver Spring, Maryland, USA) bei 86 bar. Diese Suspension wurde bei 
50000 x g und 4°C für 90 min zentrifugiert. Der Überstand wurde auf 3 M (NH4)2SO4 
eingestellt und 17 h bei 4-8°C inkubiert und erneut zentrifugiert. Dieser Überstand wurde auf 
pH 8,0, 2 M (NH4)2SO4 eingestellt und auf eine Phenyl Sepharose 26/10 Säule, die mit 100 
mM Tris-HCl, pH 8,0 mit 2 M (NH4)2SO4 und 10 mM MgCl2 äquilibriert war, mit einer 
Flussrate von 2 ml/min aufgetragen. Die Elution der Proteine erfolgte bei einer Flussrate von 
2 ml/min mit einem linearen Gradienten von 2 M bis 0 M (NH4)2SO4. Die Fraktionen mit 
höchster GAD Aktivität (1,3-0,7 M (NH4)2SO4) wurden vereinigt, gegen 100 mM Tris-HCl, 
pH 8,0, 10 mM MgCl2 dialysiert und auf eine Uno Q1 Säule (1 ml) aufgetragen, die in 100 
mM Tris-HCl, pH 8,0, 10 mM MgCl2 äquilibriert war. Die Proteine wurden mit einer 
Flussrate von 2 ml/min und einem NaCl-Gradienten von 0 bis 1 M eluiert. Die Fraktionen mit 
höchster GAD Aktivität (0,2-0,4 M NaCl) wurden mittels Ultrafiltration (Ausschlussgröße: 10 
kDa) auf ein Volumen von 1 ml konzentriert. Diese Proteinlösung wurde auf eine Superdex 
200 HiLoad 16/60 Gelfiltrationssäule aufgetragen, die in 50 mM Tris-HCl, pH 7,1 mit 150 
mM NaCl äquilibriert war. Die Proteine wurden mit einer Flussrate von 1 ml/min eluiert. Das 
Enzym war anschließend apparent homogen und konnte über Wochen ohne signifikanten 
Aktivitätsverlust bei –20°C gelagert werden. 
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Reinigung der 2-Keto-3-Deoxygluconat Aldolase (KDGA) aus P. torridus. Der zellfreie 
Extrakt wurde aus 15 g Glucose-gewachsenen Feuchtzellen präpariert. Die Zellen wurden 
dazu in 35 ml 50 mM Tris/HCl, pH 8,1 suspendiert. Der Zellaufschluss erfolgte mittels 
dreimaliger Hochdruckhomogenisation in einer gekühlten French Press Zelle (American 
Instrument Company, Silver Spring, Maryland, USA) bei 86 bar. Diese Suspension wurde bei 
50000 x g und 4°C für 90 min zentrifugiert. Der Überstand wurde auf pH 8,0, 1 M (NH4)2SO4 
eingestellt und auf eine Phenyl Sepharose 26/10 Säule, die mit 100 mM Tris/HCl, pH 8,0 mit 
1 M (NH4)2SO4 äquilibriert war, mit einer Flussrate von 2 ml/min aufgetragen. Die Elution 
der Proteine erfolgte bei einer Flussrate von 2 ml/min mit einem linearen Gradienten von 1 M 
bis 0 M (NH4)2SO4. Die Fraktionen mit höchster KDGA Aktivität (0,3-0,1 M (NH4)2SO4) 
wurden vereinigt, 30fach mit 50 mM Tris-HCl, pH 7,6 verdünnt und auf eine Uno Q5 Säule 
(5 ml) aufgetragen, die in 50 mM Tris-HCl, pH 7,6 äquilibriert war. Die Proteine wurden mit 
einer Flussrate von 2 ml/min und einem NaCl-Gradienten von 0 bis 1 M eluiert. Die 
Fraktionen mit höchster KDGA Aktivität (0,05-0,15 M NaCl) wurden mittels Ultrafiltration 
(Ausschlussgröße: 10 kDa) auf ein Volumen von 1 ml konzentriert. Diese Proteinlösung 
wurde auf eine Superdex 200 HiLoad 16/60 Gelfiltrationssäule aufgetragen, die in 50 mM 
Tris/HCl, pH 7,1 mit 150 mM NaCl äquilibriert war. Die Proteine wurden mit einer Flussrate 
von 1 ml/min eluiert. Fraktionen mit höchster KDGA Aktivität wurden auf eine Uno Q1 
Säule (1 ml) aufgetragen, die in 100 mM Tris/HCl, pH 8,0 äquilibriert war. Die Proteine 
wurden mit einer Flussrate von 1 ml/min und einem NaCl-Gradienten von 0 bis 0,5 M eluiert. 
Apparent homogenes Protein mit KDGA Aktivität eluierte bei 0,15 M NaCl. Das Enzym war 
anschließend apparent homogen. Dieses Protein konnte ohne signifikanten Aktivitätsverlust 
über mehrere Wochen bei –20°C gelagert werden. 
Reinigung der Glycerinaldehyd Dehydrogenase (GADH) aus P. torridus. Der zellfreie 
Extrakt wurde aus 20 g Glucose-gewachsenen Feuchtzellen präpariert. Die Zellen wurden 
dazu in 30 ml 50 mM Na-Acetat, pH 6,0 suspendiert. Der Zellaufschluss erfolgte mittels 
dreimaliger Hochdruckhomogenisation in einer gekühlten French Press Zelle bei 86 bar. Der 
100000 x g Überstand wurde auf pH 4,9 eingestellt und auf eine SP-Sepharose Säule (75 ml) 
aufgetragen, die in 50 mM Na-Acetat, pH 4,9 äquilibriert war. Die Proteine wurden mit einer 
Flussrate von 2 ml/min und einem pH Gradienten von 4,9 bis 5,4 gefolgt von einem NaCl 
Gradienten von 0 bis 2 M NaCl eluiert. Die Fraktionen mit höchster GADH Aktivität (0,1-0,3 
M NaCl) wurden auf pH 6,0 eingestellt und auf eine Uno Q1 Säule (1 ml) aufgetragen, die in 
100 mM BisTris, pH 6,0 äquilibriert war. Die Proteine wurden mit einer Flussrate von 1 
ml/min und einem NaCl-Gradienten von 0 bis 2 M eluiert. Die Fraktion mit höchster GADH 
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Aktivität (0,1 M NaCl) wurde auf eine Superdex 200 HiLoad 16/60 Gelfiltrationssäule 
aufgetragen, die in 50 mM Tris/HCl, pH 7,1 mit 150 mM NaCl äquilibriert war. Die Proteine 
wurden mit einer Flussrate von 1 ml/min eluiert. Das Enzym war anschließend apparent 
homogen. Dieses Protein zeigte nach wenigen Tagen signifikanten Aktivitätsverlust. 
Reinigung der Glycerate Kinase (GCK) aus P. torridus. Der zellfreie Extrakt wurde aus 30 
g Glucose-gewachsenen Feuchtzellen präpariert. Die Zellen wurden dazu in 35 ml 50 mM 
Tris/HCl, pH 8,0 suspendiert. Der Zellaufschluss erfolgte mittels dreimaliger 
Hochdruckhomogenisation in einer gekühlten French Press Zelle bei 86 bar. Diese 
Suspension wurde bei 100000 x g und 4°C für 90 min zentrifugiert. Der Überstand wurde auf 
pH 8,0 und 1,5 M (NH4)2SO4 eingestellt und auf eine Phenyl Sepharose 26/10 Säule, die mit 
100 mM Tris-HCl pH 8,0 mit 1,5 M (NH4)2SO4 äquilibriert war, mit einer Flussrate von 2 
ml/min aufgetragen. Die Elution der Proteine erfolgte bei einer Flussrate von 2 ml/min mit 
einem linearen Gradienten von 1,5 M bis 0 M (NH4)2SO4. Die Fraktionen mit höchster GCK 
Aktivität (0,7-0,5 M (NH4)2SO4) wurden vereinigt, auf 1 M (NH4)2SO4 eingestellt und auf 
eine Resource Phenyl (1 ml) Säule, die mit 100 mM Tris/HCl, pH 8,0 mit 1 M (NH4)2SO4 
äquilibriert war, mit einer Flussrate von 2 ml/min aufgetragen. Die Fraktionen mit höchster 
GCK Aktivität (0,8-0,7 M (NH4)2SO4) wurden mittels Ultrafiltration (Ausschlussgröße: 10 
kDa) auf ein Volumen von 1 ml konzentriert. Diese Proteinlösung wurde auf eine Superdex 
200 HiLoad 16/60 Gelfiltrationssäule aufgetragen, die in 50 mM Tris/HCl, pH 7,1 mit 150 
mM NaCl äquilibriert war. Die Proteine wurden mit einer Flussrate von 1 ml/min eluiert. 
Fraktionen mit höchster GCK Aktivität wurden vereinigt, auf pH 8,0 eingestellt und auf eine 
Uno Q1 Säule (1 ml) aufgetragen, die in 100 mM Tris-HCl pH 8,0 äquilibriert war. Die 
Proteine wurden mit einer Flussrate von 1 ml/min und einem NaCl-Gradienten von 0 bis 0,7 
M eluiert. Apparent homogenes Protein mit GCK Aktivität eluierte bei 0,06 M NaCl. Dieses 
Protein konnte ohne signifikanten Aktivitätsverlust über mehrere Wochen bei –20°C gelagert 
werden. 
Reinigung der Glycerinaldehyd-3-Phosphat: Ferredoxin Oxidoreduktase (GAPOR) aus 
P. aerophilum. Der zellfreie Extrakt wurde aus 38 g Glucose-gewachsenen Feuchtzellen 
präpariert. Die Zellen wurden dazu in 100 mM Tris/HCl, pH 7,5 mit 5 mM Dithioerythritol 
und 5 mM EGTA suspendiert. Der Zellaufschluss erfolgte unter aeroben Bedingungen mittels 
dreimaliger Hochdruckhomogenisation in einer gekühlten French Press Zelle bei 86 bar. 
Diese Suspension wurde bei 100000 x g und 4°C für 90 min zentrifugiert. Der Überstand 
wurde auf eine Q-Sepharose HiLoad Säule (22 x 5 cm) aufgetragen, die in 50 mM Tris/HCl, 
pH 9,0 mit 5 mM DTE äquilibriert war. Die Proteine wurden mit einer Flussrate von 1,5 
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ml/min und einem pH-Gradienten von pH 9,0 bis pH 7,0 eluiert. Die Fraktionen mit höchster 
GAPOR Aktivität wurden mittels Ultrafiltration (Ausschlussgröße: 10 kDa) auf ein Volumen 
von 1 ml konzentriert. Diese Proteinlösung wurde auf eine Superdex 200 HiLoad 16/60  
Gelfiltrationssäule aufgetragen, die in 50 mM Tris/HCl, pH 8,0 mit 150 mM NaCl äquilibriert 
war. Die Proteine wurden mit einer Flussrate von 1 ml/min eluiert. Fraktionen mit höchster 
GAPOR Aktivität wurden vereinigt, auf pH 8,0, 1,5 M (NH4)2SO4 eingestellt und auf eine 
Phenyl Sepharose 26/10 Säule, die mit 100 mM Tris-HCl, pH 8,0 mit 1,5 M (NH4)2SO4 
äquilibriert war, mit einer Flussrate von 1 ml/min aufgetragen. Die Elution der Proteine 
erfolgte bei einer Flussrate von 1 ml/min mit einem linearen Gradienten von 1,5 M bis 0 M 
(NH4)2SO4. Die Fraktionen mit höchster GAPOR Aktivität wurden vereinigt, mit 50 mM 
Tris/HCl, pH 9,0 verdünnt und auf eine Uno Q1 Säule (1 ml) aufgetragen, die in 50 mM Tris-
HCl pH 9,0 äquilibriert war. Die Proteine wurden mit einer Flussrate von 0,5 ml/min und 
einem NaCl-Gradienten von 0 bis 2 M eluiert. Apparent homogenes Protein mit GAPOR 
Aktivität eluierte bei 0,5 M NaCl. Dieses Protein konnte ohne signifikanten Aktivitätsverlust 
unter anaeroben Bedingungen über mehrere Wochen bei –20°C gelagert werden. 
4.10 Reinigung von rekombinanten Enzymen 
Die allgemeinen Bedingungen für die Reinigung von rekombinanten Proteinen entsprachen 
denen der nativ gereinigten Proteine (4.9.). 
 
Reinigung der rekombinanten GADH aus P. torridus. Das Pellet wurde nach Ernte der 
Zellen in 50 mM Na-Acetat, pH 6 suspendiert. Der Zellaufschluss erfolgte mittels dreimaliger 
Hochdruckhomogenisation in einer gekühlten French Press Zelle bei 86 bar. Diese 
Suspension wurde bei 48000 x g und 4°C für 30 min zentrifugiert. Der Überstand wurde für 
30 min bei 60°C inkubiert und die hitzepräzipitierten Proteine pelletiert (100000 x g, 4°C, 60 
min). Der Überstand wurde auf pH 4,9 eingestellt und auf eine Uno-S5 Säule (5 ml) 
aufgetragen, die in 50 mM Na-Acetat, pH 4,9 äquilibriert war. Die Proteine wurden mit einer 
Flussrate von 2 ml/min und einem pH Gradienten von 4,9 bis 5,4 und einem NaCl Gradienten 
von 0 bis 2 M NaCl eluiert. Die Fraktionen mit höchster GADH Aktivität (0,1-0,4 M NaCl) 
wurden auf pH 6,0 eingestellt und auf eine Uno Q1 Säule (1 ml) aufgetragen, die in 100 mM 
BisTris, pH 6,0 äquilibriert war. Die Proteine wurden mit einer Flussrate von 1 ml/min und 
einem NaCl-Gradienten von 0 bis 2 M eluiert Die Fraktion mit höchster GADH Aktivität (0,1 
M NaCl) wurde auf eine Superdex 200 HiLoad 16/60 Gelfiltrationssäule aufgetragen, die in 
50 mM Tris/HCl, pH 7,0 mit 150 mM NaCl äquilibriert war. Die Proteine wurden mit einer 
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Flussrate von 1 ml/min eluiert. Anschließend war das Enzym apparent homogen und für 
einige Wochen bei 4°C ohne signifikanten Aktivitätsverlust stabil. 
Reinigung der rekombinanten GADH aus T. acidophilum. Das Pellet wurde nach Ernte der 
Zellen in 100 mM Tris-HCl pH 7,4 mit 0,3 M NaCl und 4 mM Imidazol suspendiert. Der 
Zellaufschluss erfolgte mittels dreimaliger Hochdruckhomogenisation in einer gekühlten 
French Press Zelle bei 86 bar. Diese Suspension wurde bei 100000 x g, 4°C für 60 min 
zentrifugiert. Der Überstand wurde auf eine Nickel-NTA Säule (7 ml) aufgetragen, die in 100 
mM Tris/HCl, pH 7,4 mit 0,3 M NaCl und 4 mM Imidazol äquilibriert war. Die Proteine 
wurden bei einer Flussrate von 1 ml/min mit drei steigenden Imidazolgradienten (4 bis 20 
mM, 20 bis 100 mM und 100 bis 400 mM) eluiert. Die Fraktion mit höchster GADH Aktivität 
wurde für 60 min bei 58°C inkubiert und die hitzepräzipitierten Proteine pelletiert (100000 x 
g, 4°C, 60 min). Anschließend war das Protein apparent homogen und wurde bei 4°C für 
einige Wochen ohne signifikanten Aktivitätsverlust gelagert. 
Reinigung der rekombinanten KDG-Aldolase aus P. torridus: Das Pellet wurde nach Ernte 
der Zellen in 50 mM Tris-HCl pH 8,2 mit 0,3 M NaCl und 5 mM Imidazol suspendiert. Der 
Zellaufschluss erfolgte mittels dreimaliger Hochdruckhomogenisation in einer gekühlten 
French Press Zelle bei 86 bar. Diese Suspension wurde bei 100000 x g, 4°C für 60 min 
zentrifugiert. Der Überstand wurde für 45 min bei 58°C inkubiert und die hitzepräzipitierten 
Proteine pelletiert (100000 x g, 4°C, 60 min). Der Überstand wurde auf eine Nickel-NTA 
Säule (15 ml) aufgetragen, die in 50 mM Tris/HCl, pH 8,2 mit 0,3 M NaCl und 5 mM 
Imidazol äquilibriert war. Die Proteine wurden bei einer Flussrate von 1 ml/min mit drei 
steigenden Imidazolgradienten (5 bis 20 mM, 20 bis 100 mM und 100 bis 500 mM) eluiert. 
Anschließend war das Protein apparent homogen und wurde bei 4°C für einige Wochen ohne 
signifikanten Aktivitätsverlust gelagert. 
4.11 Charakterisierung von gereinigten Enzymen 
Zur Charakterisierung der Enzyme gehörten die Bestimmung der kinetischen Parameter, des 
Temperaturoptimums, der Thermostabilität und des pH-Optimums. Die kinetischen Parameter 
wurden jeweils aus der Darstellung der Daten nach Lineweaver-Burk ermittelt. Die 
Bestimmung der Temperaturstabilität erfolgte durch Inkubation in geschlossenen Gefäßen für 
120 min. Nach der Inkubation wurden die Inkubationsgefäße jeweils für 10 min auf Eis 
gekühlt und anschließend die Restaktivität unter Standardbedingungen bestimmt.  
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4.11.1 Gluconat Dehydratase (GAD) 
Gluconat Dehydratase katalysiert die irreversible Umwandlung von Gluconat in 2-Keto-3-
Deoxygluconate unter Abspaltung von H2O. Die Aktivität der Gluconat Dehydratase wurde 
anhand der Bildung des Produktes 2-Keto-3-Deoxygluconat (KDG) im diskontinuierlichen 
Test gemessen. Die quantitative Bestimmung von KDG erfolgte colorimetrisch (4.5.2). Der 
Testansatz für die Gluconat Dehydratase enthielt 50 mM Na-Phosphat, pH 6,2, 20 mM 
MgCl2, 10 mM Gluconat und Extrakt. Der Einfluss der Temperatur auf die Enzymaktivität 
der Gluconat Dehydratase wurde zwischen 49°C und 83°C getestet. Zur Bestimmung der 
Temperaturstabilität des gereinigten Enzyms wurde jeweils gereinigtes Protein in 
geschlossenen Inkubationsgefäßen bei Temperaturen zwischen 60°C und 90°C inkubiert. Die 
Testansätze enthielten: 6 µg Protein in 100 µl Na-Phosphat, pH 6,2 und 50 mM MgCl2. Die 
Abhängigkeit der spezifischen Aktivität des gereinigten Enzyms vom pH-Wert wurde 
zwischen 4,0 und 7,5 bei 60°C mit entweder Na-Acetat (pH 4,0 bis pH 6,0) oder Na-Phosphat 
(pH 6,2 bis pH 7,5) getestet. Der Testansatz für den Km-Wert von Gluconat enthielt 20 mM 
MgCl2 und 0 bis 10 mM Gluconat. Der Testansatz für die Abhängigkeit der Aktivität von der 
MgCl2 Konzentration enthielt 50 mM Na-Phosphat pH 6,2, 10 mM Gluconat und 0-50 mM 
MgCl2.  
4.11.2 2-Keto-3-Deoxygluconat Aldolase (KDGA) 
KDGA katalysiert die reversible Spaltung von KDG in Glycerinaldehyd und Pyruvat. Die 
Aktivität der KDG-Aldolase wurde als Bildung von KDG bestimmt (Test 1) oder indem die 
KDG bzw. KDPG abhängige Bildung von Pyruvat bei 55°C-65°C gemessen wurde (Test 2) 
(xxx). Der Einfluss der Temperatur auf die Enzymaktivität der Aldolase wurde zwischen 
49°C und 83°C getestet (Test 1). Zur Bestimmung der Temperaturstabilität des gereinigten 
Enzyms wurde jeweils gereinigtes Protein in geschlossenen Inkubationsgefäßen bei 
Temperaturen zwischen 60°C und 90°C inkubiert. Die Testansätze enthielten: 3 µg Protein in 
100 µl Na-Phosphat pH 6,2. Die Abhängigkeit der spezifischen Aktivität des gereinigten 
Enzyms vom pH-Wert wurde zwischen 4,0 und 7,5 bei 60°C im kontinuierlichen Testsystem 
mit entweder 50 mM Na-Acetat (pH 4,0 bis pH 6,0) oder 50 mM Na-Phosphat (pH 6,2 bis pH 
7,5) getestet. Der Testansatz für den Km-Wert von Pyruvat enthielt 1 bis 25 mM Pyruvat und 
10 mM Glycerinaldehyd (Test 1). Der Testansatz enthielt für den Km-Wert von 
Glycerinaldehyd (2-20 mM) und für den Km-Wert Glycerinaldehyd-3-Phosphat (0,5-10mM) 
und je 25 mM Pyruvat. Der Testansatz für den Km-Wert von KDG enthielt 0,06 bis 0,84 mM 
KDG und für den Km-Wert von KDPG 2 mM bis 32 mM KDPG (Test 2). Der Testansatz 
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(Test 1) für die Bestimmung der Substratspezifität in Richtung der Bildung von 2-Keto-3-
Deoxy-Verbindungen enthielt: Glycolaldehyd (1-20 mM), D-Ribose (25 mM), D-Xylose (50 
mM), L-Arabinose (25 mM), D-Arabinose (25 mM), Acetaldehyd (25 mM), Crotonaldehyd 
(25 mM) mit je 25 mM Pyruvat. 
4.11.3 Glycerinaldehyd Dehydrogenase (GADH) 
Die GADH katalysiert die irreversible NADP+-abhängige Oxidation von Glycerinaldehyd zu 
Glycerat. Die Aktivität der GADH wurde bei 58°C als Glycerinaldehyd- und NADP+-
abhängige Bildung von Glycerat und NADPH bestimmt. Der Testansatz enthielt für die 
GADH aus P. torridus 100 mM HEPES pH 6,9 und für die GADH aus T. acidophilum 100 
mM HEPES pH 7,9 mit jeweils 1 mM NADP+ und Glycerinaldehyd. Der Einfluss der 
Temperatur auf die Enzymaktivität wurde zwischen 40°C und 77°C getestet. Zur Bestimmung 
der Temperaturstabilität des gereinigten Enzyms wurde jeweils Protein in geschlossenen 
Inkubationsgefäßen bei Temperaturen von 50°C, 60°C und 70°C inkubiert. Die Testansätze 
enthielten: 6 µg Protein in 60 µl 100 mM HEPES pH 7,0. Die Abhängigkeit der spezifischen 
Aktivität des gereinigten Enzyms vom pH-Wert wurde zwischen 4,0 und 8,8 bei 58°C mit 
entweder 100 mM Na-Acetat (pH 4,0 bis pH 6,0), 100 mM HEPES (pH 6,0 bis pH 8,2) oder 
200 mM CHES (pH 8,3 bis pH 8,8) getestet. Der Testansatz für die Bestimmung der Km und 
Vmax-Werte enthielt: Glycerinaldehyd (0-2 mM) mit 1 mM NADP+, Glycerinaldehyd-3-
Phosphat (0-10 mM) mit 1 mM NADP+ und Glycolaldehyd (0-30 mM) mit 1 mM NADP+. 
Der Testansatz für die Bestimmung der Substratspezifität enthielt: Formaldehyd (0-7 mM), 
Benzaldehyd (0-12 mM), Acetaldehyd (0-12 mM), Crotonaldehyd (0-10 mM) und 
Dihydroxyaceton (0-12 mM) mit je 1 mM NADP+. NADP+ wurde durch NAD+ (0-5 mM) mit 
Glycerinaldehyd 1 mM ersetzt.  
4.11.4 Glycerat Kinase (GCK) 
Die GCK katalysiert die irreversible ATP-abhängige Phosphorylierung von Glycerat zu 2-
Phosphoglycerat. Die Aktivität der Glyceratkinase wurde bei 50°C als ATP- und D-Glycerat-
abhängige Bildung von 2-Phosphoglycerat (Test 2) oder ADP (Test 1) bestimmt. Der Einfluss 
der Temperatur auf die Enzymaktivität wurde zwischen 42°C und 62°C getestet (Test 1). Zur 
Bestimmung der Temperaturstabilität des gereinigten Enzyms wurde jeweils gereinigtes 
Protein in geschlossenen Inkubationsgefäßen bei Temperaturen von 60°C, 70°C und 80°C 
inkubiert. Die Testansätze enthielten: 0,024 µg Protein in 20 µl Tris/HCL, pH 8,0. Die 
Abhängigkeit der spezifischen Aktivität (Test 1) des gereinigten Enzym vom pH-Wert wurde 
zwischen 5,5 und 8,1 bei 50°C mit entweder 100 mM Na-Acetat (pH 5,5 bis pH 6,0), 100 mM 
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BisTris (pH 5,7 bis pH 7,3), 100 mM HEPES (pH 6,1 bis pH 7,7) oder 100 mM Tris/HCL 
(pH 7,3 bis pH 8,1) getestet. Verschiedene zweiwertige Kationen wurden unter 
Standardbedingungen im Testsystem (Test 1) bei 50°C getestet, indem Mg2+ durch jeweils die 
gleiche Konzentration (10 mM) an Mn2+, Co2+ oder Ni2+ ersetzt wurde. Die Abhängigkeit der 
spezifischen Aktivität von K+ wurde bis zu einer Konzentration von 50 mM getestet, das 
Kation wurde als Chlorid zugegeben. Die Nukleotidspezifität wurde im Testsystem (Test 2) 
bei 50°C getestet, indem ATP durch jeweils die gleiche Konzentration (4 mM) an UTP, CTP, 
GTP oder Acetyl-Phosphat ersetzt wurde. Das Testsystem enthielt 50 µM Mg2+ um 
sicherzustellen, dass die Aktivität des Hilfsenzyms Pyruvat Kinase nicht limitierend war. Der 
Testansatz (Test 2) für die Bestimmung der Km und Vmax-Werte enthielt: DL-Glycerat (0-2,6 
mM), ATP (0-4 mM) und Mg2+ (0-20 mM). Der Testansatz (Test 1) für die Bestimmung der 
Substratspezifität enthielt: D-Glycerat (2,6 mM), L-Glycerat (2,6 mM), Gluconat (0-12 mM), 
Glucuronat (0-12 mM), Glycerinaldehyd (0-5 mM), Dihydroxyaceton (0-12 mM), 
Glycerinaldehyd-3-Phosphat (0-3 mM) und Glucose (0-12 mM). Die Bildung von 3-
Phosphoglycerat als Reaktionsprodukt wurde in einem diskontinuierlichen Test bei 50°C 
überprüft. Der Reaktionsansatz enthielt (1 ml): 100 mM Tris/HCl, pH 7,3, 2,6 mM D,L-
Glycerat, 10 mM MgCl2, 2 mM ATP, 5 mM EGTA und Protein. Nach Inkubation von 30 
Minuten wurden die Reaktionsgefäße für 10 Minuten auf Eis gestellt. 3-Phosphoglycerat 
wurde anhand der Bildung von GAP bestimmt, indem an die Oxidation von NADH über 3-
Phosphoglycerat Kinase und GAPDH gemessen wurde. Der Testansatz (1 ml) enthielt: 50 
mM Na-Phosphat, pH 8,0, 1 mM ATP, 0,2 mM NADH und 100 µl Reaktionsansatz. Die 
Oxidation von NADH wurde nach Zugabe von 8 U GAPDH und 9 U 3-Phosphoglycerat 
Kinase verfolgt. 
4.11.5 Glycerinaldehyd-3-Phosphat: Ferredoxin Oxidoreduktase (GAPOR) 
Die GAPOR katalysiert die irreversible Ferredoxin-abhängige Oxidation von 
Glycerinaldehyd-3-Phosphat (GAP) zu 3-Phosphoglycerat. Die Aktivität des Enzyms wurde 
bei 50°C bestimmt, indem die Reduktion des künstlichen Elektronenakzeptors 
Benzylviologen unter anaeroben Bedingungen in 50 mM KPP pH 8,0, 5 mM DTE und 500 
µM GAP gemessen wurde (Mukund und Adams 1995). Zur Bestimmung der 
Temperaturstabilität des gereinigten Enzyms wurde gereinigtes Protein in geschlossenen 
Inkubationsgefäßen bei einer Temperatur von 100°C bis zu 120 min anaerob inkubiert. Die 
Testansätze enthielten: 7,5 µg Protein in 30 µl 100 mM K-Phosphat pH 7,5. Nach der 
Inkubation wurden die Inkubationsgefäße jeweils für 4 min auf Eis gekühlt und anschließend 
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die Restaktivität bei 50°C unter Standardbedingungen bestimmt. Die Abhängigkeit der 
spezifischen Aktivität des gereinigten Enzyms vom pH-Wert wurde zwischen 5,5 und 8,5 bei 
50°C mit 25 mM Na-Acetat getestet. Der Testansatz für die Bestimmung der km und Vmax-
Werte enthielt: Glycerinaldehyd-3-Phosphat (0-0,3 mM) mit 5 mM Benzylviologen und 
Benzylviologen (0-10 mM) mit 0,14 mM GAP. Der Testansatz für die Bestimmung der 
Substratspezifität enthielt statt GAP, Formaldehyd (10 mM), Glycerinaldehyd (10 mM) und 







In der vorliegenden Arbeit wurden die glycolytischen Abbauwege in dem thermoacidophilen 
Euryarchaeon Picrophilus torridus und dem aeroben hyperthermophilen Crenarchaeon 
Pyrobaculum aerophilum analysiert und als neuartiger, nicht phosphorylierter, Entner-
Doudoroff (ED)-Weg in P. torridus bzw. modifizierter Embden-Meyerhof (EM)-Weg in P. 
aerophilum beschrieben.  
 
1. Die Beteiligung eines ED-Weges in vivo wurde durch Wachstum von P. torridus auf 
spezifisch markierter 13C-Glucose und anschließender NMR-spektroskopischer 
Analyse des Alanins im Zellprotein nachgewiesen. 
2. Zellextrakte Glucose-gewachsener Zellen von P. torridus wurden auf das Vorkommen 
von Enzymen verschiedener ED-Wege, der semiphosphorylierten (spED) und nicht-
phosphorylierten (npED) Variante untersucht. Es wurden alle Enzyme eines npED-
Weges nachgewiesen.  
3. Die Schlüsselenzyme des npED-Weges, Gluconat Dehydratase (GAD), KDG-
Aldolase, Glycerinaldehyd Dehydrogenase (GADH) und Glycerat Kinase (GCK) 
wurden gereinigt, charakterisiert sowie die kodierenden Gene identifiziert und 
Sequenzanalysen durchgeführt. Dabei wurde eine neuartige KDG-spezifische 
Aldolase identifiziert und charakterisiert.  
4. Die Aktivitäten der KDG bzw. KDPG Umsetzung wurden in Extrakten von 
Thermoplasma acidophilum und Sulfolobus acidocaldarius gemessen. 
5. Zellextrakte Maltose-gewachsener Zellen von Pyroboculum aerophilum wurden auf 
das Vorkommen von Enzymen des EM-Weges untersucht. Es konnten alle Enzyme 
eines modifizierten EM-Weges, darunter eine Glycerinaldehyd-3-Phosphat: 
Ferredoxin Oxidoreduktase (GAPOR), nachgewiesen werden. Dieses Schlüsselenzym 






5.1 Der nicht-phosphorylierte Entner-Doudoroff-Weg (npED) in 
Picrophilus torridus 
5.1.1 Wachstum von P. torridus mit Glucose 
P. torridus wurde unter aeroben Bedingungen bei 59°C und einem pH Wert von 0,9 in 
Anwesenheit von 25 mM Glucose und 0,2% Hefeextrakt in 100 ml Erlenmeyerkolben mit 20 
ml Medium gezüchtet. Unter diesen Bedingungen wuchs P. torridus mit einer 
Verdopplungszeit von ca. 8-10 Stunden auf eine maximale optische Dichte bei 600 nm von 
1,6. In Abwesenheit von Glucose wuchs der Organismus auf Hefeextrakt mit einer 
vergleichbaren Verdopplungszeit auf eine maximale optische Dichte bei 600 nm von 1,1. Dies 
zeigt, dass die Zugabe von Glucose zu einer 40%igen Steigerung des Wachstums führt. Eine 
vergleichbare Stimulation des Wachstums durch Glucose wurde auch bei geringeren 
Hefeextraktkonzentrationen gefunden. Eine Reduktion der Hefeextraktkonzentration auf 0,1% 
bzw. 0,05% in Gegenwart von Glucose (25 mM) führte zu maximalen optischen Dichten bei 
600 nm von 0,95 bzw. 0,55.  
Zur Gewinnung von Zellmasse für enzymatische Untersuchungen und zur Enzymreinigung 
wurde P. torridus in einem 8 l Fermenter (Fairmen Tec) gezüchtet, dessen Kulturgefäß aus 
säurebeständigen Borosilikatglas besteht und dessen produktberührende Teile metallfrei sind. 
Die Kultivierung erfolgte unter aeroben Bedingungen mit einer Druckluftdurchgasung von 
300 ml/min und einer Rührergeschwindigkeit von 200 Upm bei 59°C und einem pH Wert von 
0,9 in Anwesenheit von 22 mM Glucose und 0,2% Hefeextrakt. Die Erhöhung des 
Kulturvolumens von 20 ml auf 5 l hatte keinen Einfluss auf die erreichten Zelldichten, jedoch 
war die Verdoppelungszeit verlangsamt (13-20 Stunden). Eine typische Wachstumskinetik in 




Abbildung 4: Wachstum von P. torridus in einem 8 l Fermenter mit 5000 ml Medium, pH 0,9, 0,2 % 
Hefeextrakt und 22 mM Glucose. Dargestellt sind die Zunahme der optischen Dichte bei 600 nm und die 
Substratabnahme (Glucose (□)) in Abhängigkeit der Zeit. (■) OD in Medium mit Hefeextrakt und Glucose, (●) 
OD in Medium mit Hefeextrakt.  
 
Anhand des Glucoseverbrauchs konnte das Wachstum in zwei Phasen untergliedert werden. 
Bis zu einer optischen Dichte bei 600 nm von etwa 1,0 wuchs der Organismus auf 
Hefeextrakt, wobei kein signifikanter Glucoseverbrauch zu beobachten war. In der zweiten 
Phase wuchs der Organismus auf Glucose, wobei bis zum Erreichen der stationären Phase 
(OD 600 von 1,6) 5 mM Glucose umgesetzt wurde.  
Die Daten zeigen, dass bei Wachstum von P. torridus mit Hefeextrakt und Glucose diese 
Substrate sequenziell umgesetzt werden, wobei Hefeextrakt das bevorzugte Substrat ist. 
5.1.2 13C-Markierungsexperimente in P. torridus 
Um zu überprüfen, welcher glycolytische Abbauweg in vivo an der Umsetzung von Glucose 
zu Pyruvat beteiligt ist, wurden Wachstumsexperimente mit positionsmarkierter 13C-Glucose 
durchgeführt. Hierbei ermöglicht das Markierungsmuster der von Pyruvat abgeleiteten 
Aminosäure Alanin im Zellprotein Rückschlüsse auf den beteiligten Abbauweg. Damit ein 
möglichst hoher Anteil des Alanins aus Glucose gebildet wird, wurden 
Wachstumsbedingungen ermittelt, die zu einer Erhöhung der aus Glucose gebildeten 
Zellmasse führten. Es zeigte sich, dass bei pH 0,3 und 0,1% Hefeextrakt die Stimulation des 
Wachstums durch Glucose auf bis zu 200% gesteigert werden konnte. Unter diesen 
Bedingungen wurde P. torridus mit [1-13C] Glucose bzw. [3-13C] Glucose gezüchtet und die 
Verteilung der Markierung im Alanin, nach Extraktion der Aminosäure aus dem Zellprotein, 



































massenspektroskopisch analysiert. Nach Wachstum von P. torridus mit [1-13C] Glucose war 
ausschließlich die C1-Position im Alanin markiert. Bei Wachstum mit [3-13C] Glucose wurde 
eine Markierung ausschließlich der C3-Position im Alanin beobachtet. Die 
Markierungsexperimente zeigten, dass Glucose in vivo ausschließlich über einen ED-Weg zu 
Pyruvat abgebaut wird. Ein für den EM-Weg typisches Markierungsmuster mit einer 
Markierung der C1-Position im Alanin nach Wachstum mit [3-13C] Glucose bzw. der C3-
Position im Alanin nach Wachstum mit [1-13C] Glucose wurde nicht beobachtet. Somit 
konnte die Beteiligung eines EM-Weges ausgeschlossen werden. 
Die massenspektroskopischen Analysen erfolgten durch Tobias Fuhrer (Arbeitsgruppe Prof. 
Dr. Uwe Sauer, ETH; Zürich, Schweiz). 
5.1.3 Enzymaktivitäten in Zellextrakten von P. torridus 
Die 13C-NMR Analysen haben gezeigt, das P. torridus Glucose in vivo über einen ED-Weg zu 
Pyruvat umsetzt. Um zu prüfen, welche Variante des ED-Weges, die klassische, 
semiphosphorylierte oder nicht-phosphorylierte Variante, vorliegt, wurden 
Enzymuntersuchungen in Zellextrakten durchgeführt. 
In Extrakten Glucose gewachsener Zellen von P. torridus konnten alle Enzyme eines nicht-
phosphorylierten-ED-Weges (npED) nachgewiesen werden: Glucose Dehydrogenase, 
Gluconat Dehydratase, KDG-Aldolase, Glycerinaldehyd Dehydrogenase, Glycerat Kinase, 
Enolase und Pyruvat Kinase. Die spezifischen Aktivitäten und apparenten Km-Werte der 
Enzyme des npED-Weges sowie die Reaktionsrichtungen sind in Tabelle 4 dargestellt. 
Neben den Enzymen eines npED-Weges enthielten Zellextrakte auch sehr geringe Aktivitäten 
einer KDPG-Aldolase. Die spezifische Aktivität der KDPG-Spaltung betrug 0,003 Umg-1. Im 
Vergleich zu der Aktivität der KDG Umsetzung (0,07 Umg-1) betrug die Aktivität der KDPG 
Umsetzung jedoch weniger als 5 %. Aktivitäten von Schlüsselenzymen anderer Varianten von 
ED-Wegen, wie einer bifunktionellen KDPG/KDG-Aldolase mit einer hohen Rate mit KDPG, 
einer KDG-Kinase oder 6-Phosphogluconat Dehydratase, konnten nicht gefunden werden. 
Eine mögliche Regulation der Enzyme des npED-Weges wurde anhand vergleichender 
Untersuchungen von Extrakten Glucose/Hefeextrakt- und Hefeextrakt-gewachsener Zellen 
untersucht. Die spezifischen Aktivitäten der Enzyme des npED-Weges in Extrakten 
Hefeextrakt-gewachsener Zellen sind in Tabelle 4 dargestellt. Die Aktivitäten der Enzyme in 
Zellextrakten ohne Glucose entsprachen den Aktivitäten in Extrakten Glucose-gewachsener 




Tabelle 4: Aktivitäten der Enzyme eines nicht-phosphorylierten Entner-Doudoroff-Weges in 
Zellextrakten von P. torridus nach Wachstum mit Hefeextrakt/Glucose- und Hefeextrakt. Abkürzungen, 
GA: Glycerinaldehyd, KDG: 2-Keto-3-Deoxygluconat; PEP: Phosphoenolpyruvat, 2-PG: 2-Phosphoglycerat, 
Pyr: Pyruvat. 
Enzymaktivität Hefeextrakt/Glucose Hefeextrakt  










[Gluconat  KDG] 0,03 0,04 - 
KDG-Aldolase 
[GA + Pyr  KDG] 















[Glycerat + ATP  2-PG + ADP] 0,10 0,09 - 
Enolase 
[2-PG  PEP] 0,04 0,04 - 
Pyruvat Kinase 





5.1.4 Enzyme des Embden-Meyerhof (EM)-Weges 
Im Genom von P. torridus waren mehrere reversible Enzyme des EM-Weges, wie 
Phosphoglycerat Mutase, Phosphoglycerat Kinase, Glycerinaldehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenase, Triosephosphat Isomerase und Phosphoglucose Isomerase annotiert. In 
Extrakten Glucose-gewachsener Zellen konnten diese Enzyme nachgewiesen werden. Die 
spezifischen Aktivitäten und apparenten Km-Werte der Enzyme sowie die 
Reaktionsrichtungen sind in Tabelle 5 dargestellt. Da die 13C-NMR Analyse zeigt, dass 
Glucose in vivo über einen ED-Weg abgebaut wird, können die Enzyme des EM-Weges nur 
eine gluconeogenetische Funktion haben. Um zu prüfen, ob die Enzyme unter 
gluconeogenetischen Bedingungen, d.h. in Abwesenheit von Glucose, induziert werden, 
wurden Untersuchungen in Extrakten Hefeextrakt-gewachsener Zellen durchgeführt. Die 
spezifischen Aktivitäten sind in Tabelle 5 angegeben. Es zeigte sich, dass unter diesen 
Bedingungen die Aktivitäten der Enzyme den Aktivitäten in Extrakten Glucose-gewachsener 
Zellen entsprachen, was dafür spricht, dass die Enzyme der Gluconeogenese konstitutiv sind.  
 
Tabelle 5: Spezifische Aktivitäten von Enzymen der Gluconeogenese in Extrakten von P. torridus nach 
Wachstum mit Hefeextrakt/Glucose und Hefeextrakt. Die Reaktionsrichtung steht in Klammern. 
Abkürzungen, 1,3-BPG: 1,3-Bisphosphoglycerat, DHAP: Dihydroxyacetonphosphat, F-6-P: Fructose-6-
Phosphat, GAP: Glycerinaldehyd-3-Phosphat, 2-PG: 2-Phosphoglycerat; 3-PG: 3-Phosphoglycerat.  
 
Enzymaktivität Hefeextrakt/Glucose Hefeextrakt  






[3-PG  2-PG] 0,07 0,05 - 
Phosphoglycerat Kinase 




[1,3-BPG + NADPH  GAP + NADP+] 0,03 0,03 - 
Triosephosphat Isomerase 
[GAP  DHAP] 0,64 0,88 0,6 (GAP) 
Phosphoglucose Isomerase 




5.1.5 Reinigung und Charakterisierung der Schlüsselenzyme des nicht-
phosphorylierten Entner-Doudoroff-Weges in Picrophilus torridus 
Die 13C-NMR Analysen und enzymatischen Untersuchungen haben gezeigt, dass P. torridus 
Glucose über einen npED-Weg zu Pyruvat umsetzt. Als einziges Enzym des npED-Weges 
wurde bisher die Glucose Dehydrogenase charakterisiert (Angelov et al. 2005). Im Folgenden 
werden die Reinigung und Charakterisierung von vier Enzymen des Weges, der Gluconat 
Dehydratase, KDG-Aldolase, Glycerinaldehyd Dehydrogenase und Glycerat Kinase, 
beschrieben. Die Enzyme wurden aus Glucose-gewachsenen Zellen von P. torridus gereinigt 
und in Bezug auf die molekularen und katalytischen Eigenschaften sowie das pH- und 
Temperaturoptimum charakterisiert. Die kodierenden Gene wurden identifiziert und 
Sequenzanalysen durchgeführt. 
Gluconat Dehydratase  
Die Gluconat Dehydratase katalysiert die Umsetzung von Gluconat zu 2-Keto-3-
Desoxygluconat (KDG). Die Aktivität des Enzyms wurde anhand der Bildung des Produktes 
KDG im diskontinuierlichen Test gemessen. Die Reinigung der Gluconat Dehydratase 
erfolgte bis zur apparenten Homogenität über eine Ammoniumsulfat-Präzipitation und drei 
säulenchromatographische Schritte. Dabei wurde die Gluconat Dehydratase mit einer 
Gesamtausbeute von 1,4% und einer spezifischen Aktivität von 5 Umg-1 (55°C) 189-fach 
angereichert (Tabelle 6). Nach dem letzten Schritt zeigte sich auf dem SDS-Gel nur eine 
Bande (Abbildung 5). 
Tabelle 6: Reinigung der Gluconat Dehydratase aus P. torridus. Die Enzymaktivität wurde bei 55°C im 
diskontinuierlichen Testsystem als Gluconat-abhängige Bildung von KDG in 50 mM Natriumphosphatpuffer pH 











Zellfreier Extrakt 2464 67,6 0,027 100 1 
Ammoniumsulfat-Fällung 816 90,3 0,11 130 4,1 
Phenyl Sepharose 24,5 47,5 1,9 70 70,3 
Anionaustauscher 0,46 1,7 3,6 2,5 133 





Abbildung 5: Reinigung der Gluconat Dehydratase aus P. torridus. SDS-PAGE und anschließende Färbung 
mit Coomassie Brilliantblau von gereinigter Gluconat Dehydratase. Die Pfeile auf der linken Seite deuten auf die 
Markerproteine, der Pfeil rechts auf die Bande der Gluconat Dehydratase. Spur a: Molekulargewichtsstandard; 
Spur b: nach Gelfiltration. 
Biochemische Charakterisierung: Das apparente native Molekulargewicht der Gluconat 
Dehydratase aus P. torridus wurde mit 340 kDa, das der Untereinheit mit 44 kDa bestimmt. 
Die Ergebnisse sprechen für eine homooctamere Struktur des Proteins (Tabelle 7). Das pH 
Optimum der Gluconat Dehydratase wurde mit pH 6 bestimmt. Bei pH 4,5 bzw. pH 9 konnte 
noch 50% der Aktivität nachgewiesen werden. Das Enzym zeigte ein Temperaturoptimum 
von 70°C. Bei dieser Temperatur zeigte das Enzym eine geringe Thermostabilität mit einer 
Halbwertszeit von ca. 15 min. Bei 60°C war über einen Zeitraum von 120 Minuten kein 
Aktivitätsverlust der Gluconat Dehydratase messbar. 
 
Kinetischen Eigenschaften: Die Abhängigkeit der Raten des Enzyms von Gluconat zeigte 
eine Michaelis-Menten-Kinetik mit einem apparenten Km-Wert von 2,5 mM und einem 
apparenten Vmax-Wert von 19,2 Umg-1 (Abbildung 6). Die katalytische Aktivität der Gluconat 















Abbildung 6: Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit der Gluconat Dehydratase aus P. torridus von 
der Konzentration an Gluconat. Der Einschub zeigt die doppelt-reziproken Auftragungen nach Lineweaver-
Burk. 
 
Tabelle 7: Molekulare und kinetische Eigenschaften der Gluconat Dehydratase aus P. torridus. Die 
kinetischen Konstanten wurden bei 60°C bestimmt. 
Parameter  GAD 
Apparente molekulare Masse des Enzyms (kDa) 340 
Apparente molekulare Masse der Untereinheit (kDa) 44 
Oligomere Struktur  α8 
pH Optimum  5,5-6,5 
Temperaturoptimum (°C) 70 
Apparenter Vmax (Umg-1)  
 Gluconat 19,2 
Apparenter Km (mM)  
 Gluconat 2,5 
 Mg2+ 4,2 
 
Identifizierung des kodierenden Gens: Durch die massenspektroskopische Analyse 
(MALDI-TOF) des gereinigten Enzyms wurde im Genom von P. torridus eindeutig ein 
offener Leserahmen (Pto0485) mit 34%iger Übereinstimmung der detektierten Peptide 
identifiziert. Pto0485, der als gluconate/galactonate dehydratase annotierte war, stellt das 
Gluconat Dehydratase kodierende Gen, gad, dar. Das Gen kodiert für ein Protein mit 391 
Aminosäuren, was einer kalkulierten Masse von 44,2 kDa entspricht und mit der 
experimentell bestimmten molekularen Masse der Untereinheit der gereinigten Gluconat 
Dehydratase übereinstimmt. 







































Sequenzanalyse: Basierend auf der Aminosäuresequenz von Pto0485 wurde eine BlastP-
Suche gegen die NCBI-Datenbank durchgeführt. Pto0485 zeigte hohe Sequenzidentitäten zu 
der Gluconat Dehydratase von Sulfolobus solfataricus (44%) (SSO3198) und zu weitern 
Proteinen der Mandelat-Racemase (MR)-like Subfamilie (cd03316) der Enolase Superfamilie. 
Das in Abbildung 7 dargestellten Sequenzalignment von Gluconat Dehydratasen aus P. 
torridus (Pto0485) und S. solfataricus (SSO3198) sowie von weiteren putativen archaeellen 
Homologen zeigte eine Reihe von konservierten Aminosäuren. Dazu gehören drei Glutamate, 
die als Liganden für Mg2+ dienen sowie konservierte Histidin und Aspartat Reste, die als 
allgemeine Säure-Base-Katalysatoren an der Katalyse beteiligt sind (Lamble et al. 2004).  
Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass Pto0485 homolog zu der Gluconat Dehydratase von 
Sulfolobus solfataricus ist und der Mandelat-Racemase(MR)-like Subfamilie der Enolase 
Superfamilie zugeordnet werden kann.  
Ergebnisse 
 55
                            10        20        30        40        50        60        70        80  
                   ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P. torridus        --------------------------------------------------------------------------------  
F. acidarmanus     --------------------------------------------------------------------------------  
T. volcanium       --------------------------------------------------------------------------------  
T. acidophilum     --------------------------------------------------------------------------------  
S. tokodaii        --------------------------------------------------------------------------------  
S. solfataricus    --------------------------------------------------------------------------------  
S. acidocaldarius  --------------------------------------------------------------------------------  
T. tenax           MASAMASSALREATCTMTRLAADVAASVSSIFSCKDSAGPRPVVPATKTTSTPLDVMFFTWFAKSSGSSLPPLKVVMTGA  
 
                            90       100       110       120       130       140       150       160   
                   ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P. torridus        --------------------------METIKSVDIYELGS-PGEKSSPWSSTILIVKLTSSNGNIGYGEAPTTFMTLPVK  
F. acidarmanus     --------------------------METIKNIEIYELGS-PEEKSSPWSSTILILKLTSSDGRVGFGEAPTTMMTLPVK  
T. volcanium       -------------------------MNSAIKDIEIIEMGEKLRETSSPWSSTILLVKLTSADGLVGYGEAPTTLMTLPVL  
T. acidophilum     -------------------------MNSTIKNIEIIEMGEKSRETSSPWSSTILLVKITSADGLVGYGEAPTTLMTLPVL  
S. tokodaii        --------------------------MAKISEIEPLVLAH-TEKGSATWASVMIVVKVVTSNGMVGYGESVPTLRVINVY  
S. solfataricus    ---------------------------MRIREIEPIVLTS-KEKGSATWASIMIVTRVITENGEVGYGEAVPTLRVISVY  
S. acidocaldarius  --------------------------MTKISQIEPIVLAQ-TEKGSATWASVMILVRVVTSNGMVGFGEAVPTLRVINVY  
T. tenax           TISIDSTRGALKKLARKGIKGWLNQYMATIKEIEPIVLYE-QET-DARWASYSILVRVVTSDGRVSYGEAVPTLRILPVV  
 
                           170       180       190       200       210       220       230       240   
                   ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P. torridus        ESMREVERVFKDQNYFNIEKNMREFYKHSFYLSRSMEATSALSAFEIASWDLIGKDLGTPVYNLLGGEYNSELRAYANGW  
F. acidarmanus     ESMNEVARVFQGKNYFDIEKNLRDYYRNAFYVAKSVEETAALSAFEIASWDLIGKNLGSPIYNLLGGRFNEKIRGYANGW  
T. volcanium       ESMKEVARVFKGKDFFNVEQNVFDFYRNSFYLPVSMEATSALSAFEIASWDLIGKELGTPVYKLIGGEVNHNIRAYANGW  
T. acidophilum     ESMKEVARVFNGKDFFNVERNVFDFYRNSFYLPVSMEATSALSAFEIASWDLIGKQLGTPVYKLLGGEVNQKMRAYANGW  
S. tokodaii        NTIKQVSKGYIGKEAEEPEENYQEWYKQDFYLARSFESATATSAIDQALWDIVGKELGAPIYKLLGGKVRDKIPVYANGW  
S. solfataricus    NAIKQVSKAYIGKEVEEVEKNYHEWYKQDFYLARSFESATAVSAIDIASWDIIGKELGAPIHKLLGGKTRDRVPVYANGW  
S. acidocaldarius  NTIKQVSKGYLGKEAEEPEKNYHEWYRQDFYLPRSFESATATSAIDQALWDILGKELGAPIYKLLGGEVRDKIPVYANGW  
T. tenax           SAVRQTARAFLGRDPHEISAAFYEWYRQDFFLSRSFESATALSAIDMALWDLKARELGAPLYELLGGKLRDRVKVYANGW  
 
                           250       260       270       280       290       300       310       320    
                   ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....●.▼..|....|....| 
P. torridus        YSDCLEPDDFVSRAKEYIKKGYTAFKFDPFRNNFDRIGNDGIKKAVDIVSAMRSELGENIDLLIECHGRFSTKYAIKVGQ  
F. acidarmanus     YSDCVSPEDFVSKAKSLVSRGYSAFKFDPFGSNYDKITVDGVKKAQEIVAQMRSSLGEGVDLLIECHGRFSPKYAIMAGK  
T. volcanium       YNDCVTPDDFVKKAKEVVKMGFTAMKFDPFGDNYDTITNEGIENARNIVGALRSEFGEKVDLLIEYHGRFSKIAAIKAGM  
T. acidophilum     YNDCVSPDDFLKKAKEVVKMGFTAMKFDPFGDNYDSITNDGLENARNIVGTLRSELGDKVDLLIEYHGRFSKIAAIKAGM  
S. tokodaii        YQDAITPEDFAEKAKEVVKRGYKALKFDPFGPYYNWIDEKGLKEAEERVKAVREAVGNDVDILIEHHGRFNADSAILIAK  
S. solfataricus    YQDCVTPEEFAEKAKDVVKMGYKALKFDPFGPYYDWIDERGLREAEERVKAVREAVGDNVDILIEHHGRFNANSAIMIAK  
S. acidocaldarius  YQDAVSPEDFAEKAKNVIRMGYKALKFDPFGPYFNSIDEKGLQEAEERVKAVREAVGENVDILIEHHGRFNANASILIAK  
T. tenax           YGGCRDPQCFAEKAKEVVARGYDALKFDPFGPSFNSITSEELRRAEEAVAAVRDAVGDDVDILIEHHGRFNANAAVEIAK  
 
                           330       340       350       360       370       380       390       400     
                   ....|....|●...|....|....|....|....|.●...|....|....|....|...▼|....|....|....|....| 
P. torridus        ALDEFNPLFIEEPIHPEMELGLFDFKRYVNTPVALGERLLNKEDFARYISQGMVDIVQADLTNSKGILEAKKISAIVESF  
F. acidarmanus     ALEEYNPLFIEEPIHPELERFLPEFRARVDIPVALGERLLNKEDFARYISDGMVDVIQPDLTNSKGILEAKKIGAIAESF  
T. volcanium       ALEEFKPYFYEEPLHPDLDHDLLDLKQYYKVPIALGERVLNKKIFARFISQKLVDIIQPDLTNSGGILEAKKIAAIADGF  
T. acidophilum     ALEEYHPFFYEEPLHPDLDHDLLDLKNYYRVPIALGERVLNKKIFARFISQKLVDIIQPDLTNSGGILEGKKIAAIADGF  
S. tokodaii        RLEKYNPMFMEEPVHHEDIEGLRKYRQHTSLNIALGERLISLKETAVYVSEGLVNILQPDLCNIGGITVGRKVISLAEAF  
S. solfataricus    RLEKYNPGFMEEPVHHEDVIGLRKYKASTHLRVALGERLISEKETAFYVEEGLVNILQPDLTNIGGVTVGRSVIKIAEAN  
S. acidocaldarius  RLENYNPGFMEEPVHHEDIEGLRKYKSATVLKVALGERLIGVKEAANYIGDGLVDIVQPDVCNIGGISVGRKVIHLSEAF  
T. tenax           RFEPYRPYFMEEPLHHEDIEGYRKYRSLTSARIAMGERLISAKEALQYLVEGLVDVIQPDACNIGGVTGSMKVAALAEAF  
 
                           410       420       430       440       450       460       470       480   
                   ....|.▼..|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P. torridus        GGLMAFHNAFGPVQTAATLNVDYTLTNFLIQESFEDSWPDWKRNLFS-GYRIENGHFKLSGKPGLGITADEKLMEKLIYD  
F. acidarmanus     GISVAYHNAFGPVQTAATLNVDYTLPNFLIQESFEESWPSWKKNLFT-GYSVENCTMALSGKPGLGIEVNEKLLENSKVS  
T. volcanium       GIPIAPHNAFGPIQTAATLNVDTTLTNFAIQESFEMFWPDWKKNLMASGYKLENGYFRLTGDAGIG-KVNESIVEKYQVS  
T. acidophilum     GIPVAPHNAFGPIQTAATLNLDTTITNFIIQESFEMFWPDWKKKLVSSGYKLENGYFTLTNEPGVC-KVNEDIVEKYQVS  
S. tokodaii        DVEIAFHNAFGSIQNAYSLQMSAITPNLYLLENFYDWFPQWKRDIVFDETKVENGHVKVPDKPGIGVSINEKLVESLKVE  
S. solfataricus    DVEVAFHNAFGSIQNAVEIQLSAVTQNLYLLENFYDWFPQWKRDLVYNETPVEGGHVKVPYKPGLGVSINEKIIEQLRAE  
S. acidocaldarius  DVEIAFHNAFGSIQNAYSLQLAAIAPNLYFLENFYDWFPRWKRDIVYDETKVEGGYVNVPNKPGIGVSVNEKAIENMKAE  
T. tenax           SVEVSYHNAYGPVQFALEVQLSAVTPTLYRLESFYDYWPQWKRDLIGDPFRLSQSSVEVPRGPGIGVAVNERVLEKYRAE  
 
                           490       500  
                   ....|....|....|....|.... 
P. torridus        GMEEFNKNEPSWVVSGTYK-----  
F. acidarmanus     GMEPLG-TEPPWVVSGTFKP----  
T. volcanium       GMEPFDDKEPPWVVSGTFKHYQQK  
T. acidophilum     GMEPFDDKEPPWVVSGTFKPYRQK  
S. tokodaii        PKELEVQEEPVWVVKGTWKKYLT-  
S. solfataricus    PIPLDVIEEPVWVVKGTWKNYGV-  
S. acidocaldarius  PKEIEVSEEPVWVVKGTWKRYS--  
T. tenax           PSEIPVGEEPVWVVRGTWR-----  
 
 
Abbildung 7: Alignment der Sequenzen der Gluconat Dehydratase von P. torridus (Pto0485) und S. 
solfataricus (Sso3198) sowie von putativen archaeellen Homologen. (●) Glutamat-Liganden für Mg2+, (▼) 
konservierte Arg und Asp als Säure-Base-Katalysatoren. NCBI gi-Nummern: Picrophilus torridus (gi: 
48477557); Ferroplasma acidarmanus (gi:126008286); Thermoplasma volcanium (gi: 13540999); 
Thermoplasma acidophilum (gi: 16082480); Sulfolobus tokodaii (gi: 15922698); Sulfolobus solfataricus (gi: 




Die Reinigung der KDG-Aldolase bis zur apparenten Homogenität erfolgte über vier 
säulenchromatographische Schritte. Dabei wurde die KDG-Aldolase mit einer 
Gesamtausbeute von 3,6% und einer spezifischen Aktivität von 48 Umg-1 (60°C) 343-fach 
angereichert (Tabelle 8). Nach dem letzten Schritt zeigte sich auf dem SDS-Gel nur eine 
Bande (Abbildung 8). 
Tabelle 8: Reinigung der KDG-Aldolase aus P. torridus. Die Enzymaktivität wurde bei 55°C im 
diskontinuierlichen Testsystem als Pyruvat- und Glycerinaldehyd-abhängige Bildung von KDG in 50 mM 











Zellfreier Extrakt 1179 164 0,14 100 1 
Phenyl Sepharose 42 47 1,1 29 7,8 
Anionaustauscher 9,1 37 4,1 23 29 
Gelfiltration 0,2 6,2 31 3,8 221 
Anionaustauscher 0,125 6 48 3,6 343 
 
 
Abbildung 8: Reinigung der KDG-Aldolase aus P. torridus. SDS-PAGE und anschließende Färbung mit 
Coomassie Brilliantblau von gereinigter KDG-Aldolase. Die Pfeile auf der linken Seite deuten auf die 















Biochemische Charakterisierung: Das apparente native Molekulargewicht der KDG-
Aldolase aus P. torridus wurde mit 120 kDa, das der Untereinheit mit 32 kDa bestimmt. Die 
Ergebnisse sprechen für eine homotetramere Struktur des Proteins. Das pH Optimum der 
KDG-Aldolase wurde mit pH 5,5 bestimmt. Bei pH 4,5 bzw. 7,5 konnten noch 50% der 
Aktivität nachgewiesen werden. Das Enzym hat ein Temperaturoptimum von 65°C und zeigte 
eine hohe Thermostabilität. Bis 70°C konnte kein signifikanter Aktivitätsverlust beobachtet 
werden. Bei 80°C bzw. 90°C betrug die Halbwertszeit 120 Minuten bzw. 15 Minuten. 
Kinetischen Eigenschaften: Das Enzym katalysiert die reversible Umsetzung von KDG zu 
Pyruvat und Glycerinaldehyd. Die Abhängigkeit der Raten des Enzyms von den Substraten 
KDG, Glycerinaldehyd und Pyruvat zeigte eine Michaelis-Menten-Kinetik mit den in Tabelle 
9 dargestellten apparenten Km- und Vmax-Werten. Außer mit Glycerinaldehyd wurden 
Aktivitäten auch mit anderen Aldehyden in Richtung der Bildung von 2-Keto-3-Deoxy-
Verbindungen beobachtet. Im Vergleich zu den mit Glycerinaldehyd und Pyruvat gemessenen 
Aktivitäten (100%) betrugen die Aktivitäten mit Glycolaldehyd (13%) sowie mit D-Ribose 
(5%), D-Xylose (4%), L-Arabinose (2%), D-Arabinose (2%), Acetaldehyd (0,2%) und mit 
Crotonaldehyd (0,8%). Das Enzym katalysierte auch die Bildung von KDPG aus 
Glycerinaldehyd-3-Phosphat und Pyruvat. Diese Reaktion ist durch eine Inhibition bei GAP-
Konzentrationen größer 4 mM gekennzeichnet. Die spezifische Aktivität bei 4 mM betrug 7 
Umg-1, bei 15 mM war keine Aktivität zu beobachten. Das Enzym setzte neben KDG auch 
KDPG um, jedoch mit einer etwa 2000fach niedrigeren katalytischen Effizienz (Tabelle 9), 
was zeigt, dass KDPG kein physiologisches Substrat ist. Die ausgeprägte Substratspezifität 
für KDG deutet darauf hin, dass das Enzym aus P. torridus eine neuartige Aldolase darstellt. 
Dieses Enzym unterscheidet sich von der bifunktionellen KDPG/KDG-Aldolase von 
Sulfolobus durch die Begünstigung von KDG über KDPG und in der Umkehrreaktion von 





Abbildung 9: Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit der nativen KDG-Aldolase aus P. torridus von 
der Konzentration an 2-Keto-3-deoxygluconat und 2-Keto-3-deoxyphosphogluconat. Die Einschübe zeigen 
die doppelt-reziproken Auftragungen nach Lineweaver-Burk. 
 
Identifizierung des kodierenden Gens: Durch die massenspektroskopische Analyse 
(MALDI-TOF) des gereinigten Enzyms wurde im Genom von P. torridus ein offener 
Leserahmen (Pto1279) mit 51%iger Abdeckung der nachgewiesen Peptide eindeutig 
identifiziert. Dieser als dihydrodipicolinate synthase annotierter ORF kodiert für ein Protein 
mit 266 Aminosäuren, was einer kalkulierten Masse von 30,2 kDa entspricht. Ein Vergleich 
der N-Terminalen Sequenzen von Pto1279 und putativen Homologen aus Thermoplasma 
spez. (TVN1228, Ta1157) zeigt, dass die Proteinsequenz von Pto1279 um 8 Aminosäuren 
kürzer war als die der putativen Homologen (Abbildung 10). Diese fehlenden 8 Aminosäuren 
mit einem Methionin als möglichen Start der Proteinsequenz waren im Genom kodiert, was 
auf eine Fehlannotation hindeutet.  
 
TVN1228     MYNGIVTPMLTPFNRAG 
Ta1157      MYKGIVTPMITPMGQNG 
Pto1279             MITPLDAHG 
Pto1279a    MYKGIVCPMITPLDAHG 
 
Abbildung 10: Alignment der N-terminalen Aminosäuresequenzen der KDG-Aldolase aus P. torridus und 
putativen Homologen aus Thermoplasma spez.. NCBI gi-Nummern: Thermoplasma volcanium (gi:13542059), 
Thermoplasma acidophilum (gi:13542059), Picrophilus torridus (gi: 48478351), (PTO1279a). 
 










































































Um dies zu überprüfen, wurde die N-terminale Aminosäuresequenz der Untereinheit des 
gereinigten Enzyms bestimmt. Die ermittelte Aminosäuresequenz 
(MYKGIVCPMITPLDAHGNIDYNATN) stimmte nicht mit der annotierten Sequenz des N-
Terminus überrein. Jedoch ist die ermittelte Sequenz identisch mit dem um 8 Reste 
verlängerten N-Terminus von Pto1279. Dieser offene Leserahmen wird als Pto1279a 
bezeichnet und kodiert für ein Protein mit 274 Aminosäuren, was einer kalkulierten Masse 
von 31,3 kDa entspricht und mit der experimentell bestimmten molekularen Masse der 
Untereinheit der gereinigten KDG-Aldolase übereinstimmt. 
Klonierung und Expression von Pto1279a und Reinigung des Genproduktes. Das kdga 
Gen aus P. torridus, ORF Pto1279a, das für eine hypothetische KDG-Aldolase kodiert, 
besteht aus 822 Basenpaaren. Das Gen wurde in den Vektor pET19b kloniert und zur 
Expression in E. coli BL21(DE3)-CodonPlus-RIL transformiert. Nach Überexpression eines 
33 kDa Proteins wurde dieses über einen Hitzeschritt bei 60°C und an einer Ni-NTA Säule bis 
zur apparenten Homogenität gereinigt. Die KDG-Aldolase ergab eine 33 kDa Bande auf 
einem SDS-Polyacrylamidgel und wies eine spezifische Aktivität von 25,3 Umg-1 (65°C) auf.  
Die molekularen und katalytischen Eigenschaften der rekombinanten KDG-Aldolase waren 
mit denen des nativen Enzyms vergleichbar (Tabelle 9). Dies betrifft insbesondere auch die 
ausgeprägte Bevorzugung von KDG über KDPG (400fach). 
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Tabelle 9: Molekulare und kinetische Eigenschaften der KDG-Aldolase aus P. torridus. Die kinetischen 
Konstanten wurden bei 60°C bestimmt. (-), nicht bestimmt 
  natives Enzym rekombinantes Enzym 
Apparente molekulare Masse des Enzyms (kDa) 120 120 
Apparente molekulare Masse der Untereinheit (kDa) 32 33 
Oligomere Struktur  α4 α4 
pH-Optimum  5,5 - 
Temperaturoptimum (°C) 65 - 
Apparenter Vmax (Umg-1)   
 KDG 50,0 44,0 
 KDPG 0,63 0,66 
 Glycerinaldehyd 67,1 31,3 
 Pyruvat 58,8 15,0 
Wechselzahl kcat (s-1)    
 KDG 26,7 24,2 
 KDPG 0,34 0,36 
 Glycerinaldehyd 35,8 17,2 
 Pyruvat 31,4 8,3 
Apparenter Km (mM)    
 KDG 0,3 0,47 
 KDPG 8,3 2,5 
 Glycerinaldehyd 4,6 3,3 
 Pyruvat 2,7 5,2 
Katalytische Effizienz (kcat/Km)   
 KDG 89 51,5 
 KDPG 0,04 0,14 
 Glycerinaldehyd 7,8 5,2 
 Pyruvat 11,6 1,6 
 
 
Sequenzanalyse: Pto1279a zeigte signifikante Sequenzidentitäten zu Proteinen von 
„Dihydrodipicolinat-Synthase-like“ Proteinen (NCBI, CDD, cd00408). Die 
Dihydrodipicolinat-Synthase (DHDPS-like) Familie wird den Klasse-I-Aldolasen zugeordnet, 
welche sich durch die Bildung einer Schiff-Base auszeichnen. Proteine der „DHDPS-like“ 
Familie katalysieren eine Reihe unterschiedlicher Pyruvat-abhängiger Reaktionen. Beispiele 
sind: N-Acetylneuraminat Lyase (NAL), Dihydrodipicolinat Synthase (DHDPS), 5-keto-4-
Deoxy-Glucarat Dehydratase (KDGDH), trans-o-Hydroxybenzylidenpyruvat hydratase-
aldolase (HBPHA), trans-2'-Carboxybenzalpyruvat hydratase-aldolase (CBPHA) und 2-Keto-
3-Deoxy-Gluconat Aldolase (KDGA). Das in Abbildung 11 dargestellte Sequenzalignment 
von Pto1279a und Vertretern der Dihydrodipicolinat-Synthase (DHDPS-like) Familie zeigt 
wenige konservierte Aminosäuren. In allen Enzymen ist jedoch der Lysin-Rest konserviert, 
der für die Bildung einer Schiff-Base erforderlich ist, sowie weitere Reste, die an der Bindung 
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von Pyruvat beteiligt sind (Barbosa et al. 2000; Lawrence et al. 1997). Diese Reste sind auch 
in der KDG-Aldolase konserviert, was die Zugehörigkeit der KDG-Aldolase zu der DHDPS-
like Familie unterstreicht. 
 
                    10        20        30        40        50        60        70        80        90 
           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....●..●.|....|.●..|....|....| 
HI-NAL     ------------MRDLKGIFSALLVS-------FNEDGTINEKGLRQIIRHNIDKMKVDGLYVGGSTGENFMLSTEEKKEIFRIAKDEAK  
EC-NAL     -----------MATNLRGVMAALLTP-------FDQQQALDKASLRRLVQFNIQQG-IDGLYVGGSTGEAFVQSLSEREQVLEIVAEEAK  
EC-DHDPS   --------------MFTGSIVAIVTP-------MDEKGNVCRASLKKLIDYHVASG-TSAIVSVGTTGESATLNHDEHADVVMMTLDLAD  
PP-KDGDH   -----MNPQELKSILSEGLLSFPLTD-------FDVAGDFRADTYAKRLEWLAPYG-ASALFAAGGTGEFFSLQASEYSEIIKVAVDTCR  
SS-KDGA    ---------------MPEIITPIITP-------FTKDNRIDKEKLKIHAENLIRKG-IDKLFVNGTTGLGPSLSPEEKLENLKAVYDVTN  
PP-HBPHA   MLNKVIKTTRLTAEDINGAWTIMPTPSTPDASDWRSTNTVDLDETARIVEELIAAG-VNGILSMGTFGECATLTWEEKRDYVSTVVETIR  
N-CBPHA    -----MTSPAVTSADITGLVGIVPTPSKPGSEAPDAVDTVDLDETARMVELIVASG-VDVLLTNGTFGEVATLTYEELLAFNDTVIRTVA  
Pto-1279a  --------------MYKGIVCPMITP-------LDAHGNIDYNATNILIKYLEGIN-VDYLFPMGSTGVFPYFTLKERKDFLKFVRENSK  
 
                   100       110       120       130       140       150       160       170       180 
           ....|....|....|....|....|....|....|.●..|....|....|....|....|....|●...|....|....|....|....| 
HI-NAL     DQIALIAQVGSVNLKEAVELGKYATELGYDCLSAVTPFYYKFSFPEIKHYYDTIIAETG-NNMIVYSIPFLTGVNMGIEQFGELYK-NPK  
EC-NAL     GKIKLIAHVGCVSTAESQQLAASAKRYGFDAVSAVTPFYYPFSFEEHCDHYRAIIDSADGLPMVVYNIPALSGVKLTLDQINTLVT-LPG  
EC-DHDPS   GRIPVIAGTGANATAEAISLTQRFNDSGIVGCLTVTPYYNRPSQEGLYQHFKAIAEHTD-LPQILYNVPSRTGCDLLPETVGRLAK-VKN  
PP-KDGDH   GEVPILAGTGG-PTRQAIAYAQEAERLGAAGVLLL~PHYLTEASQEGLVSHVEQVCKSVDFGVVVYNR---NVCRLNADSLEKLADRCPN  
SS-KDGA    ---KIIFQVGGLNLDDAIRLAKLSKDFDIVGIASYAPYYYPRMSEKHLVKYFKTLCEVSPHPVYLYNYPTATGKDIDAKVAKEIGC-FTG  
PP-HBPHA   GRVPYFCGTTALNTREVIRQTRELIDIGANGTMLGVPMWVKMDLPTAVQFYRDVAGAVPEAAIAIYANPEAFKFDFPRPFWAEMSK-IPQ  
N-CBPHA    NRIPVFCGASTLNTRDTIARSLALMGLGANGLFVGRPMWLPLDDEQLVSYYAAVCDAVPAAAVVVYDNTGVFKGKISSAAYAALAE-IPQ  
Pto-1279a  K--PIMAGVGSSSINEVNELMKFSMDIGIEAAVLMPPYYIKLNQEAIYHYYKEILSSND-MDLLIYNIPQFTNKIDPETVKNLKSE-FSS  
 
                   190       200       210       220       230       240       250       260       270 
           ....▼....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
HI-NAL     VLGVKFT---------AGDFYLLERLKKAYP-NHLIWAGFDEMMLPAASLGVDGAIGSTFNVNGVRARQIFELTKAGKLAEALEIQHVTN  
EC-NAL     VGALKQT---------SGDLYQMEQIRREHP-DLVLYNGYDEIFASGLLAGADGGIGSTYNIMGWRYQGIVKALKEGDIQTAQKLQTECN  
EC-DHDPS   IIGIKEA---------TGNLTRVNQIKELVSDDFVLLSGDDASALDFMQLGGHGVISVTTNVAARDMAQMCKLAAEEHFAEARVINQRLM  
PP-KDGDH   LIGFKDG---------VGDIESMVSIRRRLGERLTYLGGLPTAEVYAAAYKAMGVPVYSSAVFNFIPKTAMDFYRAVASEDHETVGKLID  
SS-KDGA    V~~~KDTIEN---------IIHTLDYKRLNP-NMLVYSGSDMLIATVASTGLDGNVAAGSNYLPEVTVTIKKLAMERKIDEALKLQFLHD  
PP-HBPHA   VVTAKYLGIG----MLDLDLKLAPN-IRFLP-HEDDYYAAARINPERITAFWSSGAMCGPATAIMLRDEVERAKSTGDWIKAKAISDDMR  
N-CBPHA    IVASKHLGVLSGSDAYASDLAAVKGRFPLLP-TADNWLPSLEAFPGEVPAAWSGDVACGPEPVMALR----RAIAEGLWDDARAVHEDIA  
Pto-1279a  VKGVKDS---------SADIRGFMEMLSLSDDDFAVFQGQDDLLFTSLELGASGGVCGTTN----FSDGIVRLYHEYKNNREMALKIEKN  
 
                   280       290       300       310       320       330       340             
           ....|....|....|....|....|....|....|...●|●...|....|....|....|....|....|....|... 
HI-NAL     DLIEGILANG--------LYLTIKELLK-LEGVDAGYCREPMTSKATEEQLAKAKDLKAKFLS------------     
EC-NAL     KVIDLLIKTG--------VFRGLKTVLHYMDVVSVPLCRKPFG-PVDEKYLPELKALAQQLMQERG---------     
EC-DHDPS   PLHNKLFVEP--------NPIPVKWACKELGLVATDTLRLPMTPITDSGRETVRAALKHAGLL---------------  
PP-KDGDH   DFFLPYLDIRNRCEGYGVSIVKAGARLVGHDAG---PVRAPLTDLLPNEMEQLDALIKKLGAQ--------         
SS-KDGA    EVIEASRIFG---~~-~-SLSSNYVLTKYFQGYDLGYPRPPIFPLDDEEERQLIKKVEGIRAKLVELKILKE------  
PP-HBPHA   AADSTLFPRGDFSEFSKYNIGLEKARMDAAGWLKAGPCRPPYN-LVPEDYLVGAQKSGKAWAALHAKYSK-----     
N-CBPHA    WATEPLFPGGDISKFMPYSIQIDRAEFEAAGYIVPGPSRHPYG-TAPAAYLEGGAEVGRRWAGIRQKYVATLAEP     
Pto-1279a  DVIPLMKKLG----KYQFPNAYYEYFYKKN--NINGGYRPPMYRVGIEI--------------                 
 
 
Abbildung 11: Alignment der Sequenzen der KDG-Aldolase von P. torridus (PTO1279a) und 
ausgewählten Vertretern der Dihydrodipicolinat-Synthase (DHDPS-like) Familie: (▼) konserviertes Lysin, 
(●) konservierte Aminosäuren der DHDPS Familie. NCBI gi-Nummern: HI-NAL: Haemophilus influenza NAL 
(gi: 1171757); EC-NAL Escherichia coli NAL (gi: 1171756); EC-DHDPS Escherichia coli DHDPS (gi: 
145708); PP-KDGDH Pseudomonas putida KDGDH (gi: 1170630); SS-KDGA Sulfolobus solfataricus KDGA 





Glycerinaldehyd Dehydrogenase (GADH) 
Die Reinigung der GADH erfolgte bis zur apparenten Homogenität über drei 
säulenchromatographische Schritte. Dabei wurde die GADH mit einer Gesamtausbeute von 
1,1% und einer spezifischen Aktivität von 6,9 Umg-1 (55°C) 223fach angereichert (Tabelle 
10). Nach dem letzten Reinigungsschritt zeigte sich auf dem SDS-Gel nur eine Bande 
(Abbildung 12). 
Tabelle 10: Reinigung der GADH aus P. torridus. Die Enzymaktivität wurde bei 55°C im kontinuierlichen 
Testsystem als NADP+- und Glycerinaldehyd-abhängige Bildung von Glycerat in 100 mM HEPES pH 6,9 mit 1 











Zellfreier Extrakt 2853 90 0,031 100 1 
Kationentauscher 6 18 3 20 96 
Aniontauscher 1,9 12,3 6,5 7,2 209 
Gelfiltration 0,145 1 6,9 1,1 223 
 
 
Abbildung 12: Reinigung der GADH aus P. torridus. SDS-PAGE und anschließende Färbung mit Coomassie 
Brilliantblau von gereinigter GADH. Die Pfeile auf der linken Seite deuten auf die Markerproteine, der Pfeil 
rechts auf die Bande der GADH. Spur a: Molekulargewichtsstandard; Spur b: nach Gelfiltration. 
 
Das apparente native Molekulargewicht der GADH aus P. torridus wurde mit 115 kDa, das 
der Untereinheit mit 55 kDa bestimmt. Die Ergebnisse sprechen für eine homodimere Struktur 
des Proteins. Weitere Analysen der GADH wurden mit dem rekombinanten Enzym 













Identifizierung des kodierenden Gens: Durch die massenspektroskopische Analyse 
(MALDI-TOF) des gereinigten Enzyms wurde eindeutig im Genom von P. torridus ein 
offener Leserahmen (Pto0332) mit 23%iger Abdeckung durch die nachgewiesenen Peptide 
identifiziert. Pto0332, der als succinate-semialdehyde dehydrogenase annotiert war, stellt das 
GADH kodierende Gen, gadh, dar. Das Gen kodiert für ein Protein mit 494 Aminosäuren, 
was einer kalkulierten Masse von 55,2 kDa entspricht und mit der experimentell bestimmten 
molekularen Masse der Untereinheit der gereinigten GADH übereinstimmt. 
Klonierung und Expression von Pto0332 und Reinigung des Genproduktes: Das gadh 
Gen aus P.torridus, ORF Pto0332, das für eine hypothetische GADH kodiert besteht aus 1482 
Basenpaaren. Das Gen wurde in den Vektor pET17b kloniert und zur Expression in E. coli 
BL21(DE3)-CodonPlus-RIL transformiert. Nach Überexpression eines 56 kDa Proteins wurde 
dieses über einen Hitzeschritt bei 60°C sowie an einer S-Sepharose-, einer Q-Sepharose-Säule 
und einer Gelfiltration bis zur apparenten Homogenität gereinigt. Die GADH ergab eine 56 
kDa Bande auf einem SDS-Polyacrylamidgel und wies eine spezifische Aktivität von 7,8 
Umg-1 (60°C) auf.  
Biochemische Charakterisierung: Das native apparente Molekulargewicht wurde mit 120 
kDa bestimmt. Die Ergebnisse sprechen für eine homodimere Struktur des Proteins. Das pH-
Optimum wurde mit pH 6,6 bestimmt. Bei pH 4,3 bzw. pH 8,1 konnten noch 50% der 
Aktivität nachgewiesen werden. Das Enzym hat ein Temperaturoptimum von 63°C. Die 
Thermostabilität wurde über einen Zeitraum von 120 Minuten getestet. Bis 60°C konnte kein 
signifikanter Aktivitätsverlust beobachtet werden, bei 70°C betrug die Halbwertszeit 15 
Minuten (Tabelle 11).  
Kinetischen Eigenschaften der rekombinanten GADH: Die GADH setzte mit hoher 
Spezifität Glycerinaldehyd um, mit einem apparenten Km-Wert von 0,06 mM und einem Vmax-
Wert von 10 Umg-1 (Tabelle 11). Bei Substratkonzentrationen von 2 mM Glycerinaldehyd 
wurde eine 25%ige Inhibition der Aktivität beobachtet. Neben Glycerinaldehyd wurden von 
dem Enzym auch Glycerinaldehyd-3-Phosphat und Glycolaldehyd als Substrat akzeptiert, 
jedoch mit deutlich geringeren katalytischen Effizienzen (kcat/Km) von 1,5% bzw. 1% des 
Wertes von Glycerinaldehyd (Tabelle 11). Andere Aldehyde wie Acetaldehyd, 
Crotonaldehyd, Benzaldehyd und Succinatsemialdehyd sowie Dihydroxyacetonphosphat 
wurden nicht umgesetzt. Die GADH war spezifisch für NADP+ als Elektronenakzeptor. Mit 
NAD+ konnte keine Aktivität dargestellt werden.  
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Charakterisierung eines GADH-Homologs aus Thermoplasma acidophilum 
Aufgrund einer hohen Sequenzidentität (>70%) zu der gadh von P. torridus wurde im Genom 
von T. acidophilum ORF Ta0809 als hypothetische GADH identifiziert. 
ORF Ta0809 besteht aus 1479 Basenpaaren und kodiert für ein Polypeptid mit 493 
Aminosäuren, was einer kalkulierten molekularen Masse von 54,7 kDa entspricht. Das Gen 
wurde in den Vektor pET19b kloniert und zur Expression in E. coli BL21(DE3)-CodonPlus-
RIL transformiert. Nach Überexpression eines 56 kDa Proteins wurde dieses an einer Ni-NTA 
Säule und über einen Hitzeschritt bei 60°C bis zur apparenten Homogenität gereinigt. Die 
GADH ergab eine 56 kDa Bande auf einem SDS-Polyacrylamidgel und wies eine spezifische 
Aktivität von 16,1 Umg-1 (60°C) auf. Das native apparente Molekulargewicht wurde mit 120 
kDa bestimmt. Die Ergebnisse sprechen für eine homodimere Struktur des Proteins.  
Die molekularen und kinetischen Eigenschaften der rekombinanten GADH aus T. 
acidophilum sind in Tabelle 11 dargestellt und waren mit den entsprechenden Eigenschaften 
der GADH von P. torridus vergleichbar. Das pH-Optimum der GADH aus T. acidophilum 
wurde mit pH 7,6 bestimmt. Bei pH 5,8 bzw. pH 8,7 konnten noch 50% der Aktivität 
nachgewiesen werden. Das Enzym hat ein Temperaturoptimum von 63°C. Die 
Thermostabilität wurde über einen Zeitraum von 120 Minuten getestet. Bis 60°C konnte kein 




Tabelle 11: Molekulare und kinetische Eigenschaften der rekombinanten GADH aus P. torridus und T. 
acidophilum. Die kinetischen Konstanten wurden bei 58°C bestimmt. 
  P. torridus T. acidophilum 
Apparente molekulare Masse des Enzyms (kDa) 120 120 
Apparente molekulare Masse der Untereinheit (kDa) 55 56 
Oligomere Struktur  α2 α2 
pH Optimum  6,6 7,6 
Temperaturoptimum (°C) 63 63 
Apparenter Vmax (Umg-1)   
 Glycerinaldehyd 10 26 
 Glycerinaldehyd-3-Phosphat 12 20 
 Glycolaldehyd 20 37 
 NADP+ 10 25 
Wechselzahl kcat (s-1)    
 Glycerinaldehyd 10 26 
 Glycerinaldehyd-3-Phosphat 12 20 
 Glycolaldehyd 20 37 
 NADP+ 10 25 
Apparenter Km (mM)    
 Glycerinaldehyd 0,06 0,2 
 Glycerinaldehyd-3-Phosphat 5,1 18,3 
 Glycolaldehyd 11,1 12,3 
 NADP+ 0,42 0,36 
Katalytische Effizienz (kcat/Km)   
 Glycerinaldehyd 167 130 
 Glycerinaldehyd-3-Phosphat 2,4 1,1 
 Glycolaldehyd 1,8 3 
 NADP+ 24 70 
 
 
Sequenzanalyse: GADHs von P. torridus und T. acidophilum zeigen signifikante 
Sequenzidentitäten (25-30%) zu Vertretern unterschiedlicher Aldehyd Dehydrogenase 
Familien. Diese Familien werden einer Aldehyd Dehydrogenase (ALDH) Superfamilie 
zugeordnet. Das in Abbildung 13 dargestellte Sequenzalignment von Pto0332, Ta0809 und 
putativen Homologen sowie zwei charakterisierten Vertretern der ALDH Superfamilie zeigt 
eine Reihe von konservierten Aminosäuren. Insbesondere waren Reste des sogenannte 
modifizierten „Rossmann-fold“-Motifs (GxTxxG) sowie zwei Consensus Sequenzen, 
PS00687 und PS00070 (Expasy, PROSITE), konserviert, die indikativ für Sequenzen der 
ALDH Superfamilie sind. Die Ergebnisse deuten auf eine Zugehörigkeit der GADHs aus P. 







                             10        20        30        40        50        60        70        80 
                    ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P. torridus     1   --------------------MKIYIDGEWRDSSSGETIKKYNPSTGEVLDTFPAATRNDVDAAIDSAEDAFKR---WSDM 57   
T. acidophilum  1   ------------------MDTKLYIDGQWVNSSSGKTVDKYSPVTGQVIGRFEAATRDDVDRAIDAAEDAFWA---WNDL 59   
T. volcanium    1   ------------------MDGKLYIDGQWVDSSNGDTLTKYNPVTGEVIGKFAAASRDDVDRAFDAAEDAFQK---WMDL 59   
F. acidarmanus  1   --------------------MKIYIDGTWKESSNGNTLNKYNPSTGEVLDTFPAATKDDIDAAMDSAESAFPS---WSDM 57   
T. tenax_GAPN   1   --MRAGLLEGVIKEKGGVPVYPSYLAGEWGGS--GQEIEVKSPIDLATIAKVISPSREEVERTLDVLFKRGRWS--ARDM 74   
AL1A1 SHEEP     1   MSSSAMPDVPAPLTNLQFKYTKIFINNEWHSSVSGKKFPVFNPATEEKLCEVEEGDKEDVDKAVKAARQAFQIGSPWRTM 80   
 
                             90       100       110       120       130       140       150       160  
                    ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P. torridus     58  TSMERSKILYKALELISKDKDQLTDLLIKENGKVKR-EAMDETEGVIDQLQYYTEFERKLTGDIVEGTSNKRKIFQY--- 133  
T. acidophilum  60  GSVERSKIIYRAKELIEKNRAELENIIMEENGKPVK-EAKEEVDGVIDQIQYYAEWARKLNGEVVEGTSSHRKIFQY--- 135  
T. volcanium    60  GSVERSKIIYKAKELIEENRKELENIIIQENGKPVK-EAAEEVDGVLDQMQYYAEWARKLNGEVVEGTTNHRKIFQY--- 135  
F. acidarmanus  58  GTQERAKILYKAVELISQKRGELENLLTLEVGKIKR-EAIDEVDGVIDQIQYYAEFERKLTGDIVEGSSSKRKIFQY--- 133  
T. tenax_GAPN   75  PGTERLAVLRKAADIIERNLDVFAEVLVMNAGKPKS-AAVGEVKAAVDRLRLAELDLKKIGGDYIPGDWTYDTLETEGLV 153  
AL1A1 SHEEP     81  DASERGRLLNKLADLIERDRLLLATMEAMNGGKLFSNAYLMDLGGCIKTLRYCAGWADKIQGRTIPMDGN-FFTYTR--- 156  
 
                            170       180       190       200       210       220       230       240   
                    ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P. torridus     133 -KVPYGIVIAITPWNFPAAMVIRKLAPALLTGNTVILKPSSDTPLTAEWLVKKFVDAGIPKGVLNLITGKGSEIGDYIVE 212  
T. acidophilum  135 -KVPYGIVVALTPWNFPAGMVARKLAPALLTGNTVVLKPSSDTPGSAEWIVRKFVEAGVPKGVLNFITGRGSEIGDYIVE 214  
T. volcanium    135 -KVPYGTVVALTPWNFPAGMVARKLAPALLTGNTVILKPSSDTPGSAEWIVKKFIQAGVPKGALNYITGRGSVIGDYIVE 214  
F. acidarmanus  133 -KVPYGIVVAITPWNFPAAMVVRKLAPALLTGNTVILKPSSDTPLTANWIVNKFIEAGIPKGVLNFVTGRGSEIGDYIVN 212  
T. tenax_GAPN   154 RREPLGVVAAITPFNYPLFDAVNKITYSFIYGNAVVVKPSISDPLPAAMAVKALLDAGFPPDAIALLNLPG-KEAEKIVA 232  
AL1A1 SHEEP     156 -SEPVGVCGQIIPWNFPLLMFLWKIGPALSCGNTVVVKPAEQTPLTALHMGSLIKEAGFPPGVVNIVPGYGPTAGAAISS 235  
 
                            250       260       270       280       290       300       310       320   
                    ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P. torridus     213 HKKVSLITMTGSTSTGQRIMEKAS-KNMAKLILELGGKAPFMVWKDANIERALKSLVWAKYLNVGQSCIAAERLYIHEDI 291  
T. acidophilum  215 HKKVNLITMTGSTATGQRIMQKAS-ANMAKLILELGGKAPFMVWKDADMDNALKTLLWAKYWNAGQSCIAAERLYVHEDI 293  
T. volcanium    215 HKKVALITMTGSTSTGQRIMQKAS-ANMAKLMLELGGKAPFMVWKDADINNALKTLLWAKYWNAGQSCIAAERLYVHEDI 293  
F. acidarmanus  213 HKKVGLVTMTGSTSTGQKIMQNAS-SNMAKLILELGGKAPFIVWKDADMIRALKSLIWAKYLNVGQSCIAAERLYIHEDI 291  
T. tenax_GAPN   233 DDRVAAVSFTGSTEVGERVVKVGG---VKQYVMELGGGDPAIVLEDADLDLAADKIARGIYSYAGQRCDAIKLVLAERPV 309  
AL1A1 SHEEP     236 HMDVDKVAFTGSTEVGKLIKEAAGKSNLKRVSLELGGKSPCIVFADADLDNAVEFAHQGVFYHQGQCCIAASRLFVEESI 315  
 
                            330       340       350       360       370       380       390       400    
                    ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P. torridus     292 YDEFMKKFIEVSKRIKLGDPESS--DMGPLINKSAVETTEKYVDIARSSGYKILLGGKKPELSGKYKN-GYFYEPTIIEN 368  
T. acidophilum  294 YDTFMSRFVELSRKLALGDPKNA--DMGPLINKGALQATSEIVEEAKESGAKILFGGSQPSLSGPYRN-GYFFLPTIIGN 370  
T. volcanium    294 YDTFINKFVELSKKIVVGDPSRA--DMGPLINTTALKGTEEVVEEAKESGARILYGGSKPDLSGPYKN-GYFFLPTIIDN 370  
F. acidarmanus  292 YDKFMSKFVAITKKLTTGDPDTS--DVGPLINKNALAGMVQTVNNAKDSGYKILTGGNTPDLQGKYKN-GYFFAPTIIEN 368  
T. tenax_GAPN   310 YGKLVEEVAKRLSSLRVGDPRDPTVDVGPLISPSAVDEMMAAIEDAVEKGGRVLAGG--------RRLGPTYVQPTLVEA 381  
AL1A1 SHEEP     316 YDEFVRRSVERAKKYVLGNPLTPGVSQGPQIDKEQYEKILDLIESGKKEGAKLECGG------GPWGNKGYFIQPTVFSD 389  
 
                            410       420       430       440       450       460       470       480    
                    ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P. torridus     369 VPQ---DSPLFQEEIFGPVIGAESVSSVDELYEKANDSKYGLASYLFTEDPELIFEASEKIRFGELYVN-MPGPEASQGY 444  
T. acidophilum  371 ADQ---KSKIFQEEIFAPVIGARKISSVEEMYDLANDSKYGLASYLFTKDPNIIFEASERIRFGELYVN-MPGPEASQGY 446  
T. volcanium    371 VDQ---KSKIFQEEIFAPVIGARKVSDVEEMYSLANDSKYGLASYLFTKDPNLIFEAAERIRFGELYIN-MPGPEASQGY 446  
F. acidarmanus  369 VPQ---DSGLFQDEIFGPIIGTEKISGVDEMYRKANDSKFGLASYLFTEDPELMLEASEKIRFGELYIN-MPGPEASQGY 444  
T. tenax_GAPN   382 PADRVKDMVLYKREVFAPVASAVEVKDLDQAIELANGRPYGLDAAVFGRDVVKIRRAVRLLEVGAIYINDMPRHGIGYYP 461  
AL1A1 SHEEP     390 VTD---DMRIAKEEIFGPVQQIMKFKSLDDVIKRANNTFYGLSAGIFTNDIDKAITVSSALQSGTVWVN-CYSVVSAQCP 465  
 
                            490       500       510       520          
                    ....|....|....|....|....|....|....|....|....|.... 
P. torridus     445 HTGFRLTGQAGEGSKYGISEYLKLKNVYVDYSRGNLSISTVNDDLFKNL 493  
T. acidophilum  447 HTGFRMTGQAGEGSKYGISEYLKLKNIYVDYSGKPLHINTVRDDLFQ-- 493  
T. volcanium    447 HTGFRLTGQAGEGSRYGILEYLKIKNIYVDYSGKPLQINTVRDDLFQ-- 493  
F. acidarmanus  445 HTGFRMTGQAGEGSKYGINEYLKLKNVYVDYSKKALYINTINNSLFDNL 493  
T. tenax_GAPN   462 FGGRKKSGVFREGIGYAVEAVTAYKTIVFNYKGKGVWKYE--------- 501  
AL1A1 SHEEP     466 FGGFKMSGNGRELGEYGFHEYTEVKTVTIKISQKNS------------- 501  
 
Abbildung 13: Alignment der Aminosäuresequenzen der GADH und der nicht-phosphorylierenden 
GAPDH (GAP-N) von Archaea und von ALDH1A1 (Schaf). Box A: Modifizierter „Rossmann-fold“ 
(GxTxxG); Box B: ALDH Glutamat „active site“ (PROSITE Pattern PS00687); Box C: ALDH Cystein “active 
site” (PROSITE Pattern PS00070). Picrophilus torridus DSM 9790 AAT42917.1; Thermoplasma acidophilum 
CAC11938.1; Thermoplasma volcanium GSS1 NP_111540.1; Ferroplasma acidarmanus Fer1 EAM94231.1; 
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Glycerat Kinase  
Die Reinigung der Glycerat Kinase erfolgte bis zur apparenten Homogenität über vier 
säulenchromatographische Schritte. Dabei wurde das Enzym mit einer Gesamtausbeute von 
2% und einer spezifischen Aktivität von 358 Umg-1 (50°C) 5114fach angereichert (Tabelle 
12). Nach dem letzten Reinigungsschritt zeigte sich auf dem SDS-Gel nur eine Bande 
(Abbildung 14). 
Tabelle 12: Reinigung der Glycerat Kinase aus P. torridus. Die Enzymaktivität wurde bei 50°C im 
kontinuierlichen Testsystem als ATP- und Glycerat-abhängige Bildung von 2-Phosphoglycerat in 100 mM 
Tris/HCl, pH 7,3 mit 10 mM MgCl2, 2,6 mM Glycerat, 0,3 mM NADH, 2 mM ATP, 5 mM EGTA, 5 U Enolase, 











Zellfreier Extrakt 2930 205 0,07 100 1 
Phenyl Sepharose 70 81 1,2 40 70 
Resource PHE 7 63 9 31 129 
Gelfiltration 0,94 36 38,3 17 547 
Anionaustauscher 0,012 4,3 358 2 5114 
 
 
Abbildung 14: Reinigung der Glycerat Kinase aus P. torridus. SDS-PAGE und anschließende Färbung mit 
Coomassie Brilliantblau von gereinigter Glycerat Kinase. Die Pfeile auf der linken Seite deuten auf die 
Markerproteine, der Pfeil rechts auf die Bande der Glycerat Kinase. Spur a: Molekulargewichtsstandard; Spur b: 
nach Anionaustauscher. 
 
Biochemische Charakterisierung: Das apparente native Molekulargewicht der Glycerat 
Kinase aus P. torridus wurde mit 95 kDa, das der Untereinheit mit 50 kDa bestimmt. Die 














Optimum wurde mit pH 7,3 bestimmt. Bei pH 5,6 bzw. pH 8,6 konnten noch 50% der 
Aktivität nachgewiesen werden. Die Glycerat Kinase hat ein Temperaturoptimum von 60°C. 
Bei dieser Temperatur war das Enzym thermostabil. Bei 70°C betrug die Halbwertszeit 5 
Minuten. 
Kinetischen Eigenschaften: Die Glycerat Kinase katalysiert die Phosphorylierung von 
Glycerat spezifisch zu 2-Phosphoglycerat. Die spezifische Bildung von 2-Phosphoglycerat 
wurde anhand eines gekoppelten enzymatischen Tests mit Enolase, Pyruvat Kinase und 
Laktat Dehydrogenase nachgewiesen. Die Bildung von 3-Phosphoglycerat konnte 
ausgeschlossen werden (4.11.4). Die Abhängigkeit der Raten des Enzyms von Glycerat und 
ATP zeigte eine Michaelis-Menten Kinetik mit apparenten Km- und Vmax-Werten für Glycerat 
von 0,34 mM und 435 Umg-1 und für ATP von 0,51 mM und 432 Umg-1 (Abbildung 15). Das 
Enzym ist spezifisch für Glycerat, wobei mit D-Glycerat (100%) höhere Aktivitäten als mit L-
Glycerat (34%) gemessen wurden.  
 
Abbildung 15: Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit der Glycerat Kinase aus P. torridus von der 
Konzentration an D-Glycerat und ATP. Die Einschübe zeigen die doppelt-reziproken Auftragungen nach 
Lineweaver-Burk. 
 
Keine Aktivität wurde mit Gluconat, Glucuronat, Glycerinaldehyd, Dihydroxyaceton-
phosphat, Glycerinaldehyd-3-Phosphat und Glucose gefunden. Als Phosphoryl-Donator 
konnte ATP (100%) teilweise durch GTP (37%), CTP (24%) und UDP (39%) ersetzt werden. 
Mit Acetylphosphat war keine Aktivität nachweisbar. Die Glycerat Kinase benötigte divalente 
Kationen, wobei Mg2+ (100%) teilweise durch Ni2+ (25%), Mn2+ (11%) und Co2+ (11%) 



































































ersetzt werden konnte. Kalium (50 mM), für das eine aktivierende Wirkung auf die Glycerat 
Kinase von Hyphomicrobium beschrieben wurde, zeigte keinen Effekt.  
Tabelle 13: Molekulare und kinetische Eigenschaften der Glycerat Kinase (GCK) aus P. torridus. Die 
kinetischen Konstanten wurden bei 50°C bestimmt. 
Parameter  GCK 
Apparente molekulare Masse des Enzyms (kDa) 95 
Apparente molekulare Masse der Untereinheit (kDa) 50 
Oligomere Struktur  α2 
pH-Optimum  7,3 
Temperaturoptimum (°C) 60 
Apparenter Vmax (Umg-1)  
 D-Glycerat 435 
 ATP 432 
Apparenter Km (mM)   
 D-Glycerat 0,34 
 ATP 0,51 
 Mg2+ 2,1 
Phosphoryldonor-Spezifität (%)  
 ATP 100 
 GTP 37 
 CTP 24 
 UTP 39 
 
Identifizierung des kodierenden Gens: Durch die massenspektroskopische Analyse 
(MALDI-TOF) des gereinigten Enzyms wurde eindeutig im Genom von P. torridus ein 
offener Leserahmen (Pto1442) mit 46%iger Abdeckung der nachgewiesenen Peptide 
identifiziert. Pto1442, der als glycerate kinase annotierte war, stellt das Glycerat Kinase 
kodierende Gen, gck dar. Das Gen kodiert für ein Protein mit 415 Aminosäuren, was einer 
kalkulierten Masse von 46,6 kDa entspricht und mit der experimentell bestimmten 
molekularen Masse der Untereinheit der gereinigten GCK übereinstimmt. 
Sequenzanalyse: Pto1442 zeigte signifikante Sequenzidentitäten (25-30%) zu putativen 
archaeellen GCK Homologen aus Thermoplasma und Sulfolobus sowie zu der GCK aus dem 
hyperthermophilen Bacterium Thermotoga maritima (30%). Das in Abbildung 16 dargestellte 
Sequenzalignment zeigte eine Reihe konservierter Aminosäuren. Insbesondere sind Reste des 
Aktiven-Zentrums und der ATP-Bindung, welche für die GCK aus T. maritima beschrieben 





                            10        20        30        40        50        60        70        80 
                   ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|●...|....|....|....| 
P. torridus        ---MIENYNDIAITDTRRKILNIIDKTLIAMDPENAIKNFI-EKNNIKFDSKRIFLIGFGKAAFKMYSGIRPFILKDLVY  
F. acidarmanus     --MQILNMDNIGTNSRRVYALEKIQNAINNLHPSAAMSRNF-NVDTEKFD--RVYVIGFGKASFSMYSGIRERVLKKLSY  
T. acidophilum     MVFTFRNAKDIYTSERRQFILDILKRTFEDLEPSRVMGNAIGDLDVSRYS--RIFVMGFGKASYEMSEGIRDHVRKKLAY  
T. volcanium       MPFSVKNISDVAYDERRAFIFRTLNEVFKDFEPNKVTEKAVNEIDLNKYA--GVYVIGFGKAAYEMYLGVREHVKRKLKY  
S. solfataricus    --------------MDIVDKILEYTDPYKALQEKVRVYNNILLFNNEKIPFKKPILISIGKASLPMAR----FFRERMEL  
S. acidocaldarius  ------------METDIVKTILSYSDSYLALSRKVEVNGNKIRINGVDYEFQNPLLISIGKSSPKMAK----FFVERLKV  
T. tenax           ---------------------MIVDVILSAIDLKRAVQRKAPRLGR-------VRAVAIGKGAIAMVQG----LAEVSDI  
T. maritima        ---------MFDPESLKKLAIEIVKKSIEAVFPDRAVKETLPKLNLDRVI-----LVAVGKAAWRMAKAAYEVLGKKIRK  
 
                            90       100       110       120       130       140       150       160 
                   ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P. torridus        ASIIVPDDEKTND-YNELRILRGTHPFTGDLSVSSSISMLSGLKNLNENDLVIVLISGGGSSLFEIPEDGINIDDIKNIS  
F. acidarmanus     AGIIIPDDEVHNESYPELEVLRGTHPYVSSLSVESSKKLLSHLDRLNQNDLVIVLISGGGSSLFEILETGIDVNDLKDIS  
T. acidophilum     AGIIVPVDQDVSG-FPELEILRGTHPYTSSLSVSSSRTLLSKVK-PGPNDAVIVLISGGGSSLFEIPEEGITIDQISEIS  
T. volcanium       AGIIIPSDQEVQY-LPELDILRGTHPLTSTLSVTSSKKLLSKAR-PSANDLVLVLISGGGSSLFEIPQEGITIDQMASIS  
S. solfataricus    KAKLIVTPKGTNG--KENDVIEAGHPLPDENSIKAGKRMIELLA-NEDYDLVIFAISGGASALVEYS--EIPLDELKIIN  
S. acidocaldarius  SRGLIVSPYQAKV--DSLEVIVSSHPKITEKSLYAGSRIVDMLR-REDYDIVIFLLSGGASALVEYS--DVPLEVLKEIN  
T. tenax           EDGIAVSPIEGPVP-KSVKLYVADHPTPSHRSFKAGEAVLDYVSSLSRGERVVFLVSGGASSLAEVP--LIPEDDFLITW  
T. maritima        G-VVVTKYGHSEGPIDDFEIYEAGHPVPDENTIKTTRRVLELVDQLNENDTVLFLLSGGGSSLFELPLEGVSLEEIQKLT  
 
                           170       180       190       200       210       220       230       240 
                   ....|....|....|....|....|....|....|....|....|●...|....|....|....|....|....|....| 
P. torridus        KTMMDKGCDIYELNMVRSMLSKVKGGKLATMLY--PARVISFIISDVKNDDLSIIASGPLTRIDYRIEDLMETIKKYLGN  
F. acidarmanus     AEIMENDGDIYVLNRLRSSLSAVKNGKLAKYLY--PASVAGYIISDVVYDNLNIIASGPLVNVP-APANLKELAKKYIKD  
T. acidophilum     KKMMQASADIYELNTIRSCLSSVKGGKLAKLLY--PASVFAYIISDVPGDDVSIIASGPLSENKLDPVAVYERFRNVIGV  
T. volcanium       RAMMDHSANIYELNTIRSALSSVKGGKLARILY--PATIIALIISDVPGDDISIIASGPLAENKLDPSAVYAKYRDIIPI  
S. solfataricus    KVLVTSGLGINKINIVRKHLSKVKGGKILEYVKD-KIPIVSFIVSDVPGNDISSIGSGLTSIDNSSNDDALEILKAIGLE  
S. acidocaldarius  DKLVTSGLSIDEINTVRKHLSKIKGGWLAKYS---KAPIVSLIISDVPSSDISFVGSGPTILDKTSVIDAERILAKIGLS  
T. tenax           GLLLRSGLDIHQMNAIRKRISAIKGGKLGAMAVARGAYVYNLIASDVPCDDPSDVGSGPAVPDSSTAEEALTSLKIAGLW  
T. maritima        SALLKSGASIEEINTVRKHLSQVKGGRFAERVF--PAKVVALVLSDVLGDRLDVIASGPAWPDSSTSEDALKVLEKYGIE  
 
                           250       260       270       280       290       300       310       320 
                   ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P. torridus        D--------ERIKMYRNIDDIYFNNVKQYIILKNRDFLDYIYSNIND---DAVNLGSNFSGNVEDLSLILHNILKNIYSS  
F. acidarmanus     NRL--RDIIEKVDISETLDSKYFTNVKNTIVLKNRDFVDYIYSELDG---EKINLGSNINGDVKVVSRDITDILKNILEI  
T. acidophilum     D-------IERFLKTAQIEDEYFRKVQTRIVLSNRDFVRRIESYVGE---PIVSIGSGISGDVEDVSDGIIDIVRSVSRI  
T. volcanium       D-------ITKYVENSSIEDLYFRNVMNRIILSNRDFVFEIYKRINE---PIVSFGSNIQGDVTEVSEAFVRSIYEISKI  
S. solfataricus    K---------YSKYLTETPKSFSRIVKNYIILDNMEVLRKLANTLVN----SFILTSEIRGEARDVGAIIASIYNSSESY  
S. acidocaldarius  S---------YNKYLVETPKDIKNTVN-VKILDVEEVLVKLKNHLKN----SLLLSSEVKGDAYSFGVNLAGIANTFARI  
T. tenax           ERMPITARTAIEEALRGKDTPKEFRHEALVIAKNLDVLTEIQRVTGG-----RIVTSCLVGEARELGRYAAYLARET---  
T. maritima        TS------ESVKRAILQETPKHLSNVEIHLIGNVQKVCDEAKSLAKEKGFNAEIITTSLDCEAREAGRFIASIMKEVKFK  
 
                           330       340       350       360       370       380       390       400 
                   ....|....|....●....|....|...●|....|....|....|....|....●....|....|....|....|....| 
P. torridus        KR---KPFYFMLGGETTVDVK-GHGSGGRNQELVLRFMKNSSNSEVYTIASFGTDGIDGVSPAAGGIVD--SDHEIDN--  
F. acidarmanus     KG---EPFWFVCGGETTVTVT-GNGSGGRNQELAVRIMEDISNNDFLFIS-MGTDGIDGKSIAAGGIVD--NSTRIDN--  
T. acidophilum     KG---RSFWIVMGGETTVNVR-GNGIGGRNLELSLLFMKKCNFSDFLFIS-MGTDGIDGVSPAAGGIVD--ASTKARISS  
T. volcanium       KG---KSFWFVAGGETTVNVK-GNGIGGRNLELALRFMKLANFSDFLFLS-IGTDGIDGVSPAAGGIVS--SDMKLKISS  
S. solfataricus    NIPFRRPYYLLVGGEPEVTIQGKAGKGGRNGEVCLSFLKYAKKRNRFELLGFATDGIDGNSEYAGCKVS----SDMEIRE  
S. acidocaldarius  N---RQENVILAGGEPDVKITSKAGKGGRNGEVCLGFLKYIRAN--AKLYAVATDGIDGNSEYAGCYVD----HNVKIEN  
T. tenax           ------GTPLLLGGEPTVTVR-GGGRGGRTTEFALSFILA---SRRYAVFAMATDGLDGNTGVAGVWADP-GLLGELVKR  
T. maritima        DRPLKKPAALIFGGETVVHVK-GNGIGGRNQELALSAAIALEGIEGVILCSAGTDGTDGPTDAAGGIVDGSTAKTLKAMG  
 
                           410       420       430       440       450     
                   ....|....|....|....|....|....|●...|....|....|....|.. 
P. torridus        --INEYLNRNDSYNLLIKNHGAIITGRTGNNVSDIIIGLYYNK---------  
F. acidarmanus     --LEEYLANNDTYTALSKAHGAIITGRTGNNVSDIMLGFFGRANNNF-----  
T. acidophilum     EEIDQALKNNDSYTLLSKYGSAIMTGRTGNNVSDIVVAYVSI----------  
T. volcanium       QELEETLDRNDAFTLLSAYHGAIMTGRTGNNVSDIMVGYVSLR---------  
S. solfataricus    DEINNALETHNSYGLLESHKAVIKTGYTHTNVNNIYVLRAP-----------  
S. acidocaldarius  --IDYYVESHSSYEILEKTGNVIQTGFTGDNVNNIYVLHINN----------  
T. tenax           GDVSSYFAENNTLEPFAETGRVVRTGPTGSNLNIVFYIDEWSRMKPLLEPRS  
T. maritima        EDPYQYLKNNDSYNALKKSGALLITGPTGTNVNDLIIGLIV-----------  
 
Abbildung 16: Alignment der Sequenzen der GCK von P. torridus (Pto1442) und putativen archaeellen 
Homologen und der Glycerat Kinase von Thermotoga maritima. (●) konservierte Aminosäurereste mit 
putativer katalytischer Funktion. P. torridus (gi: 48431162); F. acidarmanus (gi: 68140349); T. acidophilum (gi: 
16082522); T. volcanium (gi:14325013); S. solfataricus (gi:6015809); S. acidocaldarius (gi: 68566609); T. tenax 
(gi: 41033737), T. maritima (Q9X1S1). 
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5.1.6 KDG/KDPG-Aldolase Aktivität in Zellextrakten von Thermoplasma acidophilum 
und Sulfolobus acidocaldarius 
In Extrakten Glucose-gewachsener Zellen von P. torridus wurden hohe Aktivitäten einer 
KDG-Aldolase, jedoch nur sehr geringe Aktivitäten einer KDPG-Adolase nachgewiesen 
(5.1.3.). Dieses Aktivitätsmuster in Extrakten entspricht der Substratspezifität der gereinigten 
KDG-Aldolase mit einer Bevorzugung von KDG über KDPG (5.1.5.). Aus diesem Befund 
wurde geschlossen, dass eine funktionelle KDG-Aldolase in vivo am Glucoseabbau beteiligt 
ist. Um einen Hinweis zu bekommen, ob in T. acidophilum ebenfalls in vivo eine KDG-
spezifische Aldolase am Glucoseabbau beteiligt ist, wurden die Aktivitäten der KDG bzw. 
KDPG Umsetzung in Extrakten gemessen. Zum Vergleich wurden die Aktivitäten der KDG 
und KDPG Umsetzung in Extrakten Glucose-gewachsener Zellen von S. acidocaldarius 
bestimmt. Für diesen Organismus wurde eine bifunktionelle KDPG/KDG-Aldolase als 
Schlüsselenzym eines verzweigten ED-Wegs vorgeschlagen (Lamble et al. 2005).  
In Tabelle 14 sind die spezifische Aktivitäten und Km-Werte der KDG bzw. KDPG 
Umsetzung in Extrakten Glucose-gewachsener Zellen von P. torridus, T. acidophilum und S. 
acidocaldarius vergleichend dargestellt. 
Tabelle 14: Spezifische Aktivitäten und Km-Werte der KDG bzw. KDPG Umsetzung in Zellextrakten von 
Glucose-gewachsenen Zellen von P. torridus, T. acidophilum und S. acidocaldarius. Die Aktivität wurde bei 
55°C (P. torridus und T. acidophilum) bzw. 65°C (S. acidocaldarius) gemessen. Abkürzungen, KDG: 2-Keto-3-
Deoxygluconat; KDPG: 2-Keto-3-Deoxyphosphogluconat; GA: Glycerinaldehyd; GAP: Glycerinaldehyd-3-
Phosphat; Pyr: Pyruvat, (-) nicht bestimmt. 
Enzymaktivität  P. torridus T. acidophilum S. acidocaldarius 
KDG-Aldolase     
[KDG  GA + Pyr] Spez. Aktivität (Umg-1) 0,07  0,26  0,18  
 Km (KDG) (mM) 0,4 0,28  2,6  
KDPG-Aldolase     
[KDPG  GAP + Pyr] Spez. Aktivität (Umg-1) 0,003  0,002  0,20  
 Km (KDPG) (mM) - - 0,19  
 
 
Es zeigte sich, dass die spezifische Aktivität der KDG Umsetzung in Zellextrakten von T. 
acidophilum etwa 140fach höher war als die von KDPG. Diese deutliche Bevorzugung von 
KDG deutet darauf hin, dass T. acidophilum, wie für P. torridus gezeigt, eine KDG-
spezifische Aldolase enthält, die in vivo am Glucoseabbau beteiligt ist. Dagegen setzen 
Zellextrakte von S. acidocaldarius KDG und KDPG mit vergleichbaren Aktivitäten um, was 




5.2 Der modifizierte Embden-Meyerhof-Weg (EM) in Pyrobaculum 
aerophilum 
In bisherigen Untersuchungen der Arbeitsgruppe wurde gefunden, dass P. aerophilum mit 
Maltose in Gegenwart von Hefeextrakt wachsen kann (Gebhard 2002). Im Genom von P. 
aerophilum waren mehrere Enzyme eines modifizierten EM-Weges, nicht aber von ED-
Wegen annotiert. In ersten Enzymuntersuchungen in Zellextrakten wurden keine 
Schlüsselenzyme von ED-Wegen gefunden. Dies spricht in Übereinstimmung mit den 
genomischen Daten gegen die Beteiligung eines Entner-Doudoroff-Weges am Zuckerabbau 
von P. aerophilum. Daher wurden Extrakte Maltose-gewachsener Zellen auf das Vorkommen 
von Schlüsselenzymen von modifizierten EM-Wegen untersucht.  
5.2.1 Enzymaktivitäten eines modifizierten EM-Weges  
In Extrakten Maltose-gewachsener Zellen von P. aerophilum konnten alle Enzyme eines 
modifizierten EM-Weges nachgewiesen werden: ATP-abhängige Glucokinase, 
Phosphoglucose-Isomerase, ATP-abhängige 6-Phosphofructokinase, Fructose-1,6-
Bisphosphat-Aldolase, Triosephosphat Aldolase, Glycerinaldehyd-3-Phosphat: Ferredoxin 
Oxidoreduktase (GAPOR), Phosphoglycerat Mutase, Enolase und Pyruvat Kinase. Die 
spezifischen Aktivitäten der Enzyme sowie die Reaktionsrichtungen sind in Tabelle 15 
dargestellt. Die Aktivitäten der Enzyme wurden 25-50°C unterhalb der optimalen 
Wachstumstemperatur von P. aerophilum (100°C) gemessen, da für die Messung 
Hilfsenzyme mesophilen Ursprungs verwendet wurden. In der Annahme eines Q10-Wertes der 
Enzymaktivitäten von 2, ergeben sich 5-30fach höhere Aktivitäten bei 100°C, was die z.T. 
geringen gemessenen Aktivitäten erklärt.  
Um zu prüfen, ob die Enzyme des modifizierten EM-Weges in Gegenwart von Maltose 
reguliert werden, wurden die Enzymaktivitäten in Extrakten von P. aerophilum nach 
Wachstum auf Maltose/Hefeextrakt und auf Hefeextrakt gemessen (Tabelle 15). Eine geringe 
Stimulierung wurde für die ATP-Glucokinase und ATP-Phosphofructokinase beobachtet. 
Hingegen wurde für die GAPOR-Aktivität eine deutliche Stimulierung (vierfach) nach 
Wachstum auf Maltose gefunden, was eine funktionelle Beteiligung des Enzyms am 
Maltoseabbau unterstreicht. Extrakte Maltose-gewachsener Zellen enthielten auch geringe 
Aktivitäten einer Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase (GAPDH), gemessen als 
NADP+ abhängige Umsetzung von Glycerinaldehyd-3-Phosphat zu 1,3-Bisphosphoglycerat, 
und einer 3-Phosphoglycerat Kinase, gemessen als ATP-abhängige Phosphorylierung von 3-
Phosphoglycerat zu 1,3-Bisphosphoglycerat. Die spezifischen Aktivitäten beider Enzyme 
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betrugen 0,002 Umg-1 (50°C), was etwa 0,5% der GAPOR Aktivität entspricht. Die etwa 
200fach höhere Aktivität der GAPOR deutet darauf hin, dass die GAPOR die klassischen 
Enzymen der GAP-Oxidation – GAPDH und 3-Phosphoglycerat-Kinase – ersetzt. 
Tabelle 15: Spezifische Aktivitäten der Enzyme eines modifizierten Embden Meyerhoff-Weges in 
Zellextrakten von P. aerophilum nach Wachstum mit Hefeextrakt/Maltose- und Hefeextrakt. 
Abkürzungen, BV: Benzylviologen, DHAP: Dihydroxyacetonphosphat, F-6-P: Fructose-6-Phosphat, F-1,6-BP: 
Fructose-1,6-Bisphosphat, GAP: Glycerinaldehyd-3-Phosphat, GAPOR: Glycerianaldehyd-3-Phosphat: 
Ferredoxin Oxidoreduktase, G-6-P: Glucose-6-Phosphat, PEP: Phosphoenolpyruvat, 2-PG: 2-Phosphoglycerat, 
3-PG: 3-Phosphoglycerat, (-) nicht bestimmt. 








[Glucose + ATP  G-6-P + ADP] Pae3437 75 0,02  0,01  
Phosphoglucose Isomerase 
[F-6-P  G-6-P] Pae1610 75 0,12  0,09  
ATP-Phosphofructokinase 
[F-6-P + ATP  F-1,6-BP + ADP] Pae0853 55 0,005  0,002  
Fructose-1,6,-Bisphosphat Aldolase 
[F-1,6-BP  GAP + DHAP] - 50 0,001  0,001  
Triosephosphat Isomerase 
[GAP  DHAP] Pae1501 55 2,3  - 
GAPOR 
[GAP + BVred  3-PG + BVox] - 50 0,38  0,11  
Phosphoglycerat Mutase 
[3-PG  2-PG] Pae2326 55 0,007 - 
Enolase 
[2-PG  PEP] Pae0812 55 0,08  0,16  
Pyruvat Kinase 
[PEP + ADP  Pyruvat + ATP] Pae0819 65 0,04  0,05  
 
Die Enzymdaten zeigen, dass P. aerophilum alle Enzyme eines modifizierten EM-Weges mit 
einer durch Maltose induzierbaren GAPOR enthält. Die GAPOR katalysiert die Oxidation 
von GAP zu 3-Phosphoglycerat. Die genomischen Daten zeigten, dass für die Mehrzahl der 
nachgewiesenen Enzyme, wie Glucokinase und Phosphofruktokinase, entsprechende Gene 
annotiert waren (Tabelle 15). Eine GAPOR, das Schlüsselenzym dieses Weges, war im 
Genom von P. aerophilum nicht als solche annotiert. Deshalb wurde die GAPOR gereinigt 
und das kodierende Gen identifiziert. Im Folgenden wird die Reinigung und 




5.2.2 Reinigung und Charakterisierung der Glycerinaldehyd-3-Phosphat: Ferredoxin 
Oxidoreduktase (GAPOR) aus P. aerophilum 
Die GAPOR katalysiert die Oxidation von Glycerinaldehyd-3-Phosphat zu 3-Phosphoglycerat 
mit Ferredoxin als Elektronenakzeptor. Die Aktivität der GAPOR wurde anhand der 
Reduktion des artifiziellen Elektronenakzeptors Benzylviologen photometrisch bestimmt. Die 
Reinigung der GAPOR erfolgte aus Maltose-gewachsenen Zellen von P. aerophilum bis zur 
apparenten Homogenität über vier säulenchromatographische Schritte. Dabei wurde die 
GAPOR mit einer Gesamtausbeute von 0,2% und einer spezifischen Aktivität von 17 Umg-1 
(50°C) 113fach angereichert (Tabelle 16). Nach dem letzten Reinigungsschritt zeigte sich auf 
dem SDS-Gel nur eine Bande (Abbildung 17). 
Tabelle 16: Reinigung der GAPOR aus P. aerophilum. Die Enzymaktivität wurde bei 50°C im 
kontinuierlichen Testsystem als GAP- und Benzylviologen-abhängige Bildung von 3-Phosphoglycerat in 50 mM 
Tris/HCl pH 8,0 mit 5 mM Benzylviologen, 1 mM Dithioerythritol und Natriumdithionit bestimmt. GAP wurde 
aus Fructose-1,6-Bisphosphat (10 mM) durch eine Fructose-1,6-Bisphosphat Aldolase (0,45 U) und 












Zellfreier Extrakt 865 131 0,15 100 1 
Anionaustauscher 12,6 22,2 1,76 17 12 
Gelfiltration 3,4 7,5 2,3 5,7 17 
Resource PHE 0,34 1,9 5,5 1,4 33 
Anionaustauscher 0,02 0,26 17 0,2 113 
 
Abbildung 17: Reinigung der GAPOR aus P. aerophilum. SDS-PAGE und anschließende Färbung mit 
Coomassie Brilliantblau von gereinigter GAPOR. Die Pfeile auf der linken Seite deuten auf die Markerproteine, 












Biochemische Charakterisierung: Das apparente native Molekulargewicht der GAPOR aus 
P. aerophilum wurde mit 60 kDa, das der Untereinheit mit 66 kDa bestimmt, was für eine 
monomere Struktur des Proteins spricht. Das pH-Optimum wurde mit pH 8,1 bestimmt. Das 
Enzym zeigte eine hohe Temperaturstabilität mit einer Halbwertszeit bei 100°C von etwa 8 
Stunden. Die Abhängigkeit der Raten der GAPOR von GAP und Benzylviologen zeigten eine 
Michaelis-Menten-Kinetik mit apparenten Km-Werten von 0,043 mM (GAP) und 1 mM 
(Benzylviologen). Die apparenten Vmax-Werte betrugen für GAP und Benzylviologen 23 Umg-
1. Das Enzym ist hoch spezifisch für GAP; nicht-phosphorylierte Aldehyde wie 
Glycerinaldehyd, Formaldehyd oder Acetaldehyd wurden nicht umgesetzt.  
Identifizierung des kodierenden Gens: Durch die massenspektroskopische Analyse 
(MALDI-TOF) des gereinigten Enzyms wurde eindeutig im Genom von P. aerophilum ein 
offener Leserahmen (Pae1029) mit 40%iger Abdeckung der nachgewiesenen Peptide 
identifiziert. Pae1029, der als aldehyde oxidoreductase annotierte war, stellt das GAPOR 
kodierende Gen, gapor dar. Das Gen kodiert für ein Protein mit 622 Aminosäuren, was einer 
kalkulierten Masse von 70 kDa entspricht und mit der experimentell bestimmten molekularen 







In der vorliegenden Arbeit wurden die glycolytischen Abbauwege in dem thermoacidophilen 
Euryarchaeon Picrophilus torridus und dem aeroben hyperthermophilen Crenarchaeon 
Pyrobaculum aerophilum untersucht. Dabei wurde ein nicht-phosphorylierter Entner-
Doudoroff (ED)-Weg mit neuartigen Schlüsselenzymen in P. torridus, und ein modifizierten 
Embden-Meyerhof (EM)-Weg in P. aerophilum nachgewiesen. Im Folgenden werden 
zunächst die Ergebnisse der Untersuchung des Glucoseabbaus in P. torridus diskutiert. Im 
zweiten Teil werden die Untersuchungen zum modifizierten Embden-Meyerhof-Weg in P. 
aerophilum vorgestellt und diskutiert. 
6.1 Der nicht-phosphorylierte ED-Wege in Picrophilus torridus 
Der Glucoseabbauweg in P. torridus wurde durch Markierungsexperimente, enzymatische 
Untersuchungen und Charakterisierung der Schlüsselenzyme untersucht. Zunächst wurden 
geeignete Wachstumsbedingungen etabliert, um Wachstumsexperimente mit 13C-Glucose 
durchzuführen und Zellmasse für enzymatische Untersuchungen zu gewinnen.  
Das Wachstum von P. torridus mit Glucose war abhängig von Hefeextrakt. Bei Wachstum 
mit beiden Substraten wurden diese sequenziell umgesetzt, wobei Hefeextrakt das bevorzugte 
Substrat ist. Markierungsexperimente mit 13C-Glucose wurden durchgeführt um festzustellen, 
über welchen Abbauweg Glucose zu Pyruvat umgesetzt wird. Für die Markierungseffizienz 
erwiesen sich vergleichsweise saure Wachstumsbedingungen (pH 0,3) als effektiv. Das 
Markierungsmuster von Alanin im Zellprotein, einer direkt aus Pyruvat abgeleiteten 
Aminosäure, wurde nach Wachstum mit [1-13C]- bzw. [3-13C] Glucose analysiert. Bei 
Wachstum mit [1-13C] Glucose wurde eine Markierung ausschließlich in der C1-Position 
erhalten, während bei Wachstum mit [3-13C] Glucose eine Markierung in der C3-Position des 
Alanins beobachtet wurde. Ein Positionstausch von C1-Glucose zu C3-Alanin, der indikativ 
für einen EM-Weg ist, wurde nicht festgestellt. Diese Daten zeigen, das P. torridus Glucose 
über einen ED-Weg zu Pyruvat abbaut. Dies ist der erste in vivo Nachweis eines ED-Weges in 
thermoacidophilen Euryarchaeota. Zur näheren Charakterisierung des ED-Weges wurden 
Enzymaktivitäten in Zellextrakten untersucht. 
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In Zellextrakten von P. torridus wurden alle Enzymaktivitäten eines nicht-phosphorylierten 
(np)ED-Weges nachgewiesen: Glucose Dehydrogenase, Gluconat Dehydratase, KDG-
Aldolase, Glycerinaldehyd Dehydrogenase, 2-Phosphoglycerat-bildende Glycerat Kinase, 
Enolase und Pyruvat Kinase. Zellextrakte setzten neben KDG auch KDPG um, jedoch mit 
sehr geringen Raten, was dafür spricht, dass KDG und nicht KDPG das physiologische 
Substrat der Aldolase ist. Dies ist in Übereinstimmung mit dem Fehlen einer KDG-Kinase 
Aktivität und deutet darauf hin, dass der npED-Weg der einzige Abbauweg der Glucose in P. 
torridus ist. Auch in Zellextrakten von T. acidophilum wurde eine deutliche Bevorzugung von 
KDG über KDPG gefunden, was ebenfalls auf einen npED-Wege mit einer KDG-spezifischen 
Aldolase als Schlüsselenzym hindeutet. Im Gegensatz zu P. torridus und T. acidophilum 
wurden in Zellextrakten von Sulfolobus acidocaldarius hohe Aktivitäten mit KDPG und KDG 
gemessen. Dies ist in Übereinstimmung mit dem Vorkommen eines verzweigten ED-Weges 
mit einer bifunktionellen KDG/KDPG-Aldolase als Schlüsselenzym (Ahmed et al. 2005). Das 
Vorkommen des npED-Weges in P. torridus wird durch die Charakterisierung der 
Schlüsselenzyme gestützt. Insbesondere wurde eine neuartige KDG-spezifischen Aldolase 
identifiziert und charakterisiert, deren Substratspezifität das Aktivitätsmuster der KDG- und 
KDPG- Umsetzung in Zelletrakten widerspiegelt. Ferner wurden die Glycerinaldehyd 
Dehydrogenase und 2-Phosphoglycerat-bildende Glycerat Kinase als neuartige Enzyme bzw. 
Enzymfamilien charakterisiert. 
Im Folgenden werden die molekularen und biochemischen Eigenschaften der Enzyme des 
npED-Weges in P. torridus diskutiert sowie die Ergebnisse der phylogenetischen Analyse 
dargestellt. 
 
Gluconat Dehydratase aus P. torridus 
Die Gluconat Dehydratase (GAD) aus P. torridus katalysiert die Umsetzung von Gluconat zu 
KDG und zeigte vergleichbare molekulare und biochemische Eigenschaften zu dem Ortholog 
aus S. solfataricus (Lamble et al. 2004; Kim und Lee 2005). In beiden Organismen ist die 
GAD am Glucoseabbau über modifizierte ED-Wege beteiligt. In einigen Bacteria, wie 
Clostridien, katalysiert die GAD den ersten Schritt des Gluconatabbaus, der in Teilreaktionen 
Ähnlichkeiten zu modifizierten ED-Wegen aufweist. Die GAD von Clostridium pasteurianum 
wurde ausschließlich biochemisch charakterisiert (Bender und Gottschalk 1973; Bender et al. 
1971; Gottschalk und Bender 1982). Informationen über das kodierende Gen liegen nicht vor. 




Tabelle 17: Molekulare und katalytische Eigenschaften der GAD aus P. torridus, S. solfataricus (Lamble et 
al. 2004, [Lee et al. 2005]) und C. pasteurianum (Bender 1973). Die katalytischen Eigenschaften wurden bei 
60°C (P. torridus), 70°C (S. solfataricus) bzw. 25°C (C. pasteurianum) gemessen. Die Werte in […] stammen 
von Lee et al. 2005. 
 
  P. torridus S. solfataricus C. pasteurianum 
Wachstumsoptimum (°C) 60 80 37 
Molekulare Masse      
 Natives Enzym (kDa) 340 48 [350] 131 
 Untereinheit (kDa) 44 45 [44] 64 
 Oligomere Struktur α8 α [α8] α2 
Apparenter Vmax (Umg-1)     
 Gluconat 19,2 13,4  150 
Apparenter Km (mM)     
 Gluconat 2,5 1,6 [0,45] 5,5 
 Mg2+ 4,2 -  - 
 
Die molekularen Massen der Untereinheiten der archaeellen GAD zeigen eine vergleichbare 
Größe von etwa 44 KDa, während die bakterielle GAD mit 64 kDa deutlich größer ist. Die 
GAD aus P. torridus zeigte eine molekulare Masse von 340 kDa, was auf eine octamere 
Struktur des Enzyms hindeutete. Für die oligomere Struktur der S. solfataricus GAD gibt es 
Unterschiedliche Angaben. Während Lee et al. (2005) eine octamere Struktur ermittelten, 
fanden Lamble et al. (2004) eine monomere Struktur des nativen Proteins aus S. solfataricus. 
Die GAD aus C. pasteurianum wurde als Dimer bestimmt. Die Vmax und Km-Werte der GAD 
aus P. torridus lagen in derselben Größenordnung wie die der GAD aus S. solfataricus. Die 
Aktivität der GAD aus P. torridus war abhängig von Magnesium mit einer maximalen 
Aktivität bei 10 mM. Die GAD aus S. solfataricus bevorzug ebenfalls Mg2+, während die 
bakterielle GAD aus C. pasteurianum maximale Aktivität mit Fe2+ zeigte (Kim und Lee 2005; 
Lamble et al. 2004; Bender und Gottschalk 1973). In Übereinstimmung mit den 
vergleichbaren katalytischen Eigenschaften zeigte die GAD von P. torridus eine hohe 
Sequenzidentität (44%) zu der GAD von S. solfataricus. Aufgrund von Sequenzanalysen 
werden GADs der Mandelt-Racemase (MR)-like Subfamilie der Enolase Superfamilie 
zugeordnet (Lamble et al. 2004; Kim und Lee 2005; Ahmed et al. 2005). Charakterisierte 
Vertreter der MR-like Superfamilie sind neben den archaeellen Gluconat Dehydratasen vor 
allem Glucarat Dehydratasen aus Pseudomonas putida, Bacillus subtilis und E. coli sowie die 
Galactonat Dehydratase aus E. coli (Babbitt et al. 1996; Hubbard et al. 1998). 
Sequenzinformationen bakterieller GAD sind bisher nicht beschrieben. Bezüglich der 
molekularen Masse der Untereinheit sowie der katalytischen Eigenschaften, insbesondere der 




2-Keto-3-Deoxygluconat-Aldolase (KDGA) aus P. torridus 
Der molekulare Aufbau der KDG-Aldolase aus P. torridus ähnelt dem der bifunktionelle 
KDPG/KDG-Aldolase aus Sulfolobus spez. (Buchanan et al. 1999). Beide Enzyme sind 
Homotertramere mit einem apparenten Molekulargewicht von etwa 120 kDa. Dagegen waren 
die Substratspezifitäten der Enzyme bezüglich der aldolytischen Spaltung von KDG und 
KDPG signifikant unterschiedlich. Die KDGA aus P. torridus ist hoch spezifisch für KDG, 
was sich in einer etwa 2000fach höheren katalytischen Effizienz für KDG gegenüber KDPG 
zeigte. Daraus folgt, dass KDG, nicht KDPG, das physiologische Substrat der KDGA ist. 
Hingegen setzt die bifunktionelle KDPG/KDG-Aldolase aus S. solfataricus KDG und KDPG 
mit vergleichbaren Raten um, jedoch mit einer signifikant höheren katalytischen Effizienzen 
für KDPG (Lamble et al. 2005) (Tabelle 18). Für die bifunktionelle Aldolase aus S. 
acidocaldarius und Thermoproteus tenax wurde nur die Umkehrreaktion, d.h. die Bildung 
von KDPG aus GAP und Pyruvat bzw. von KDG aus Glycerinaldehyd und Pyruvat 
untersucht. Dabei zeigte sich, dass die Bildung von KDPG gegenüber KDG bevorzugt war 
(Wolterink-van et al. 2007; Ahmed et al. 2005). 
 
Tabelle 18: Vergleich der katalytischen Eigenschaften der KDG-Aldolase aus P. torridus und der 
bifunktionellen KDPG/KDG-Aldolase aus S. solfataricus (Lamble 2005) gemessen bei 60°C. 
 
  P. torridus  S. solfataricus 
Apparenter kcat (s-1)   
 KDG 26,7 28,3 
 KDPG 0,34 64,3 
Apparenter Km (mM)   
 KDG 0,3 25,7 
 KDPG 8,3 0,1 
Katalytische Effizienz (kcat/Km)  
 KDG 89 1,1 
 KDPG 0,04 643 
 
Die Ergebnisse zeigen, dass die Aldolase aus P. torridus eine neuartige KDG-spezifische 
Aldolase ist, die sich signifikant von der bifunktionellen KD(P)G-Aldolase aus Sulfolobus 
und T. tenax unterscheidet.  
Die unterschiedlichen katalytischen Eigenschaften der Aldolasen spiegeln sich auch in der 
phylogenetischen Position der Enzyme wider. Aufgrund von Sequenzanalysen können beide 
Aldolasen der DHDPS-like Familie zugeordnet werden. In Abbildung 18 ist die 
phylogenetische Analyse von KDG-Aldolase, bifunktionellen KDPG/KDG-Aldolase und 





Abbildung 18: Phylogenetische Verwandtschaft von KDGA und weiteren Subfamilien der DHDPS-like 
Proteinfamilie. Die Zahlen an den Knotenpunkten sind die Bootstrap-Werte nach Neighbor-Joining. NCBI 
Accession-Nummern der Sequenzen: KDGA: Picrophilus torridus (Pto1279a), Thermoplasma volcanium GSS1 
(gi:13542059), Thermoplasma acidophilum DSM 1728 (gi:16082170); NAL: Homo sapiens (gi:13540533), 
Haemophilus influenzae (P44539), Escherichia coli (P06995); KD(P)GA: Sulfolobus solfataricus (gi:2879782), 
Sulfolobus tokodaii str. 7 (gi:15922811), Sulfolobus acidocaldarius DSM 639 (gi:70606067), Thermoproteus 
tenax (gi:41033593), Pyrobaculum arsenaticum DSM 13514 (gi:145591599), Metallosphaera sedula DSM 5348 
(gi:146304062); DHDPS: Methanocaldococcus jannaschii DSM 2661 (gi:15668419), Methanobrevibacter 
smithii ATCC 35061 (gi:148642891), Haloarcula marismortui ATCC 43049 (gi:55377124) Natronomonas 
pharaonis DSM 2160 (gi:76801395), Halorubrum lacusprofundi ATCC 49239 (gi:153895122), Haloquadratum 
walsbyi DSM 16790 (gi:110667468), Thermotoga maritima (gi:7531088), Escherichia coli (gi:145708), 
Nicotiana sylvestris (gi:14575543), Mycobacterium tubercolosis AF2122/97 (gi:31793927); Halobacterium sp. 
NRC-1 (gi:15789685), Picrophilus torridus DSM 9790 (gi:48478098), Thermoplasma acidophilum DSM 1728 
(gi:16081713), Thermoplasma volcanium GSS1 (gi14324884), Ferroplasma acidarmanus Fer1 (gi:69268899). 
 
Die Subfamilien der DHDPS-like Familie bilden eigenständige phylogenetische Gruppen, die 
sich auch entsprechend ihrer katalytischen Funktionen und Eigenschaften unterscheiden. N-
Acetylneuraminat Lyasen (NAL) katalysieren die Spaltung von N-Acetylneuraminsäure in 
Pyruvat und N-Acylmannosamin in höheren Tieren und einigen Mikroorganismen (Schauer et 

























































und der NAL aus Haemophilus influenzae gelöst (Aisaka et al. 1991; Barbosa et al. 2000). 
Dihydrodipicolinate Synthasen (DHDPS, dapA) katalysieren die Aldol-Kondensation von 
Pyruvat und L-Aspartat-β-Semialdehyd zu L-2,3 Dihydrodipicplinat und sind an der 
Biosynthese von Lysin beteiligt. Die Enzyme aus Mycobacterium tubercolosis, Nicotiana 
sylvestris sowie E. coli und T. maritima wurden charakterisiert und die Kristallstrukturen der 
beiden letztgenannten Enzyme gelöst (Kefala et al. 2008; Ghislain et al. 1995; Pearce et al. 
2006). Archaeelle Vertreter der DHDPS sind bisher nicht beschrieben, jedoch waren putative 
archaeelle dapA Sequenzen annotiert. Ferner waren bei halophilen Archaea und 
Methanobrevibacter in der Genumgebung von dapA weitere Enzyme der Lysin Biosynthese 
annotiert, was auf eine Funktion der archaeellen dapA als DHDPS hindeutete. Für die 
bifunktionellen KDPG/KDG-Aldolasen der Crenarchaeota wurde eine Beteiligung am 
Glucoseabbau über einen verzweigten ED-Weg postuliert (Ahmed et al. 2005; Lamble et al. 
2005). In der Genumgebung der bifunktionellen Aldolase sind Schlüsselenzyme des 
verzweigten ED-Weges lokalisiert, darunter eine KDG-Kinase und GAP-N, was die Funktion 
der KDPG/KDG-Aldolase als Schlüsselenzym dieses Weges unterstreicht (Ettema et al. 
2008). Die Enzyme aus S. solfataricus, S. tokodaii, S. acidocaldarius und T. tenax wurden 
charakterisiert und die Kristallstrukturen der Aldolasen aus S. solfataricus und S. 
acidocaldarius gelöst (Wolterink-van et al. 2007; Ahmed et al. 2005; Theodossis et al. 2004). 
Putative Homologe der bifunktionellen KDPG/KDG-Aldolasen fanden sich in den Genomen 
von Pyrobaculum arsenaticum und Metallosphaera sedula. Für ORF VNG0444G aus 
Halobacterium sp. NRC-1 wurde eine Funktion als KDPG/KDG-Aldolase aufgrund der 
Genumgebung vorgeschlagen (Ahmed et al. 2005). Jedoch sprechen die geringe 
Sequenzidentität von 17-23% zu den bifunktionellen Aldolasen sowie ein großer 
phylogenetischer Abstand gegen eine Funktion als KDPG/KDG-Aldolase. Signifikante 
Sequenzidentitäten der KDPG/KDG-Aldolase von 28-35% zeigten sich zu offenen 
Leserahmen aus thermoacidophilen Euryarchaeota, wie P. torridus, Thermoplasma spez. und 
Ferroplasma acidarmanus. Aufgrund von Sequenzvergleichen mit KDPG/KDG-Aldolase aus 
Sulfolobus wurde postuliert, dass diese Proteine, anders als die KDPG/KDG-Aldolase, keine 
phosphorylierten Substrate umsetzen (Wolterink-van et al. 2007). Die Funktion dieser 
Proteine ist daher unklar. Die neuartige KDG-Aldolase aus P. torridus zeigt hohe 
Sequenzidentitäten (50%) zu putativen Homologen aus Thermoplasma spez., jedoch nur etwa 
20-25% Sequenzidentität zu bifunktionellen KDPG/KDG-Aldolasen. Entsprechend bilden 
KDG-Aldolasen eine eigenständige Gruppe, die phylogenetisch deutlich von der 
bifunktionellen KDPG/KDG-Aldolase abgetrennt ist.  
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Glycerinaldehyd Dehydrogenase (GADH) aus P. torridus 
Die GADH aus P. torridus wurde als dimeres Enzym charakterisiert und zeigte eine hohe 
Spezifität für NADP+ und Glycerinaldehyd. Glycerinaldehyd-3-Phosphat oder nicht-
phosphorylierte aliphatische und aromatische Aldehyde waren keine Substrate für die GADH. 
Insbesondere wird Succinat-Semialdehyd durch das Enzym nicht umgesetzt, was zeigt, dass 
die Annotierung von ORF Pto0332 als Succinat-Semialdehyd Dehydrogenase nicht zutreffend 
ist. In Thermoplasma acidophilum wurde ORF Ta0809 als GADH-Homolog identifiziert und 
das rekombinante Enzym als funktionelle GADH mit vergleichbaren molekularen 
Eigenschaften (Dimer) und identischer Substratspezifität charakterisiert. Das pH-Optimum 
des Enzyms war mit pH 7,6 signifikant höher als das der GADH von P. torridus, was die 
Unterschiede der intrazellulären pH-Werte beider Organismen widerspiegelt, der bei P. 
torridus mit pH 4,6 geringer ist als bei T. acidophilum mit pH 6,0 (Searcy 1976). Kürzlich 
wurde die GADH aus T. acidophilum gereinigt und charakterisiert (Jung und Lee 2006). ORF 
Ta0809 wurde ebenfalls als kodierendes Gen identifiziert und eine vergleichbare 
Substratspezifität des Enzyms beschrieben. Jedoch wurde für diese GADH eine tetramere 
Struktur vorgeschlagen sowie einige abweichende katalytische Parameter beschrieben.  
Sequenzanalysen zeigen, dass die GADHs von P. torridus und T. acidophilum Vertreter der 
Aldehyd Dehydrogenase (ALDH) Superfamilie sind. In der ALDH Superfamilie werden eine 
Vielzahl von verschieden ALDH Familien zusammengefasst. Den Enzymen gemeinsam ist, 
dass sie Aldehyde zu den korrespondierenden Säuren oxidieren, wobei die ALDH an 
unterschiedlichen physiologischen Funktionen beteiligt sind (Perozich et al. 1999; Sophos 
und Vasiliou 2003). Entsprechend dieser spezifischen Funktionen bilden die Enzyme 
phylogenetisch eigenständige Gruppen. In Abbildung 19 ist die phylogenetische Analyse 
ausgewählter ALDH Familien sowie der GADH dargestellt. Die Proteine der humanen 
ALDH1-Familie sind primär an der Oxidation von Retinal zu Retinalat beteiligt, welches eine 
Rolle bei der Genexpression und Zell-Differenzierung spielt. Die Enzyme der ALDH3-
Familie sind am Abbau von 4-Aminobutyrat oder Fucose beteiligt und katalysieren vor allem 
die Oxidation von aromatischen Aldehyden und aus Fettsäuren abgeleitete Aldehyde (Lütke-
Eversloh und Steinbüchel 1999; Bartsch et al. 1990; Chambliss et al. 1995). Die Sequenzen 
der nicht-phosphorylierenden Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenasen (GAP-N) zeigen 
phylogenetisch getrennte Gruppen. Eine Gruppe beinhaltet eukaryotische und bakterielle 
Sequenzen, während die andere GAP-N-Gruppe archaeelle Sequenzen enthält. Die GAPN 
aller drei Domänen katalysieren die NAD(P)+-abhängige Oxidation von Glycerinaldehyd-3-
Phosphat zu 3-Phosphoglycerat (Habenicht 1997; Ahmed et al. 2005; Brunner et al. 1998; 
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Ettema et al. 2008). Eukaryotische und bakterielle GAP-Ns sind an der Bildung von NADPH 
bei anabolen Prozessen beteiligt (Iddar et al. 2002; Iddar et al. 2003; Habenicht 1997), 
während für archaeelle GAP-Ns aus T. tenax und Sulfolobus Spezies eine katabole Funktion 
im modifizierten Embden Meyerhof-Weg bzw. semiphosphorylierten Entner-Doudoroff-Weg 
postuliert wird (Siebers und Schönheit 2005; Ettema et al. 2008). 
Die GADHs von P. torridus und T. acidophilum zeigen eine hohe Spezifität für die Substrate 
Glycerinaldehyd und NADP+. Diese einzigartige Substratspezifität unterscheidet sie von allen 
anderen Familien der ALDH-Superfamilie. Damit stellt die GADH aus Thermoplasmales die 
erste charakterisierte GADH dar. Die hohe Spezifität des Enzyms für Glycerinaldehyd ist in 
Übereinstimmung mit der Funktion als Schlüsselenzym der Glycerinaldehyd Oxidation im 
Rahmen des Glucoseabbaus über einen nicht-phosphorylierten ED-Weg. Die ungewöhnlichen 
Substratspezifität und eigenständige phylogenetische Position charakterisiert die GADH als 





Abbildung 19: Phylogenetische Verwandtschaft der GADH und ausgewählten Vertretern der ALDH-
Superfamilie aus Archaea, Bacteria und Eukarya. Charakterisierte Enzyme sind unterstrichen. Die Zahlen an 
den Knotenpunkten sind die Bootstrap-Werte nach Neighbor-Joining. NCBI Accession-Nummern der 
Sequenzen: GADH: Picrophilus torridus DSM 9790 AAT42917.1; Ferroplasma acidarmanus Fer1 
EAM94231.1; Thermoplasma acidophilum CAC11938.1; Thermoplasma volcanium GSS1 NP_111540.1; aldA: 
Escherichia coli K12 AAC74497.1; Klebsiella pneumoniae ABA00458.1; Neisseria meningitidis MC58 
AAF42297.1; SSDH: Escherichia coli K12 AAC75708.1; Pseudomonas aeruginosa PAO1 NP_248956.1; 
Azotobacter vinelandii AvOP ZP_00417203.1; Homo sapiens CAD20883.2; ALDH1: Homo sapiens 
AAH69274.1; SHEEP P51977; Mus musculus AAH46315.1; GAPN: Streptococcus pneumoniae R6 
AAK99832.1; Streptococcus pyogenes MGAS5005 AAZ51737.1; Streptococcus agalactiae A909 YP_329569.1; 
Streptococcus mutans Q59931; PEA, Pisum sativum P81406; NICPL Nicotiana plumbaginifoliia P93338; 
Clostridium perfringens str. 13 BAB82144.1; Sulfolobus solfataricus P2 NP_344502.1; Pyrococcus furiosus 
DSM 3638 NP_578484.1; Thermococcus kodakarensis KOD1 YP_183118.1; Aeropyrum pernix K1 
NP_148165.1; Sulfolobus tokodaii str. 7 NP_378478.1; Thermoproteus tenax CAA71651.1; ALDH3: 







































































Glycerat Kinase aus P. torridus 
Die GCK aus P. torridus ist die erste charakterisierte archaeelle Glycerat Kinase. Das Enzym 
katalysiert die Phosphorylierung von Glycerat spezifisch zu 2-Phosphoglycerat. Zu Beginn 
dieser Arbeit war lediglich die GCK von Hyphomicrobium methylovorum biochemisch 
charakterisiert (Yoshida et al. 1992). Kürzlich wurde die native GCK von T. acidophilum und 
die rekombinanten Enzyme von T. tenax und Pyrococcus horikoshii beschrieben (Noh et al. 
2006; Kehrer et al. 2007; Liu et al. 2007). In Tabelle 19 sind die molekularen und 
katalytischen Eigenschaften der Glycerat Kinasen dargestellt. 
Tabelle 19: Molekulare und katalytische Eigenschaften der GCK von P. torridus gemessen bei 50°C, T. 
acidophilum, 55°C (Noh 2006), T. tenax, 70°C (Kehrer 2007), P. horikoshii, 45°C (Liu 2007), T. maritima, 37°C 
(Yang 2008) und H. methylovorum, 30°C (Yoshida 1992). 
  P. torridus T. acidophilum T. tenax P. horikoshii T. maritima H. methylovorum 
Wachstumsoptimum (°C) 60 59 90 95 80 60 
Molekulare Masse (kDa)       
 Natives Enzym 95 50 48 100 - 41 
 Untereinheit 50 45 44 47 - 52 
 Oligomere Struktur α2 α α α2 α α 
Apparenter Vmax (Umg-1)       
 Glycerat 435 118 5 624 - 181 
 ATP 432 118 4,4 639 - - 
Apparenter Km (mM)       
 Glycerat 0,34 0,56 0,02 0,044 0,15 0,13 
 ATP 0,51 0,23 0,03 0,102 0,1 0,13 
 Mg2+ 2,1 - - - - - 
 
 
Die molekularen Massen der Untereinheiten der GCKs zeigen eine vergleichbare Größe von 
44 – 52 KDa, während die oligomeren Strukturen nicht einheitlich sind. Die GCK aus P. 
torridus und P. horikoshii sind als Dimere, während die GCKs aus T. acidophilum, T. tenax, 
H. methylovorum sowie T. maritima als Monomere beschrieben sind. Die GCK aus P. 
torridus war spezifisch für ATP und Glycerat. Die apparenten Km-Werte für beide Substrate 
lagen jeweils in derselben Größenordnung wie die Km-Werte der GCKs aus T. acidophilum, 
H. methylovorum sowie T. maritima. Für die GCKs aus P. horikoshii und T. tenax wurden 
geringere Km-Werte für Glycerat beschrieben. Außerdem zeigt das Enzym aus T. tenax 
signifikant geringere Vmax-Werte. Die GCK aus P. torridus war hoch spezifisch für Glycerat, 
wobei D-Glycerat gegenüber L-Glycerat (34 % Aktivität) bevorzugt wurde. Keine Aktivität 
konnte mit Gluconat, Glucuronat, Glycerinaldehyd, Dihydroxyacetonphosphat, 
Glycerinaldehyd-3-Phosphat und Glucose nachgewiesen werden. Vergleichbare 
Substratspezifitäten sind auch für die Enzyme aus T. tenax und H. methylovorum beschrieben. 
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Lediglich die GCK aus T. acidophilum zeigte geringe Aktivität (<5%) mit Gluconat und 
Glycerol. ATP als Phosphoryldonor konnte bei der GCK aus P. torridus durch GTP, CTP, 
UTP teilweise ersetzt werden, wobei Aktivitäten von etwa 10-25% beobachtet wurden. Die 
Enzyme T. tenax und H. methylovorum zeigten eine ähnliche Phosphoryldonor-Spezifität. Die 
GCK aus T. acidophilum hingegen war spezifisch für ATP. Die Rate der GCK aus P. torridus 
war abhängig von den divalenten Kationen, Mg2+, Ni2+, Mn2+und Co2+, dies ist auch für die 
GCK aus T. tenax und H. methylovorum beschrieben. Im Gegensatz dazu ist für das Enzym 
aus T. acidophilum keine signifikante Aktivität mit Ni2+ beschrieben (Noh et al. 2006).  
 
Abbildung 20: Phylogenetische Verwandtschaft der GCK aus P. torridus und ausgewählten Vertretern 
der drei GCK-Familien aus Archaea, Bacteria und Eukarya. Charakterisierte Enzyme sind unterstrichen. Die 
Zahlen an den Knotenpunkten sind die Bootstrap-Werte nach Neighbor-Joining. NCBI Accession-Nummern der 
Sequenzen:: I: Picrophilus torridus DSM 9790 AAT44027.1; Ferroplasma acidarmanus Fer1 EAM93653.1; 
Thermoplasma acidophilum NP_393931.1; Thermoplasma volcanium GSS1 BAB59939.1; Sulfolobus 
solfataricus CAB57636.1; Sulfolobus acidocaldarius AAY79538.1; Thermoproteus tenax CAF18535.1; Homo 
sapiens AAP41923.1; Haloarcula marismortui ATCC 43049 AAV44739.1; Methylobacterium extorquens 
AAB66496.1; Pyrococcus furiosus DSM 3638 AAL80148.1; Thermotoga maritima Q9x1s1; II: Klebsiella 
pneumoniae BAD14998; Escherichia coli K12 GK1 P77364; Escherichia coli K12 GK2 P23524; Bacillus 
lichenformis ATCC 14580 AAU21658.1; Bacillus cereus ATCC 10987 AAS39089.1; Neisseria meningitidis 
serogroup A P57098; III: Arabidopsis thaliana Q94414; Saccharomyces cerevisiae NP_011721.1; Anabaena 
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Signifikante Sequenzidentitäten zeigte die GCK aus P. torridus zu Sequenzen aus 
Methylobacterium und T. maritima. Die GCK aus Methylobacterium ist an der Formaldehyd-
Assimilation über den Serin-Weg beteiligt (Chistoserdova und Lidstrom 1997). In Mammalia 
und Thermotoga maritima wird eine Funktion der GCK im Serinstoffwechsel vorgeschlagen 
(Hagopian et al. 2005; Yang et al. 2008). Homologe mit hoher Sequenzidentität fanden sich 
in den Genomen von Thermoplasma acidophilum, Sulfolobus solfataricus, S. acidocaldarius 
und Thermoproteus tenax, für die ein Glucoseabbau unter Beteiligung eines npED-Weg bzw. 
verzweigten ED-Weg postuliert wurde (Siebers und Schönheit 2005). In einigen Bacteria, wie 
E. coli, ist eine 2-Phosphoglycerat-bildende Glycerat Kinase an dem Abbau von Glucarat und 
Galactarat beteiligt (Hubbard et al. 1998). Sequenzanalysen zeigten keine Ähnlichkeiten der 
E. coli GCK zu archaeellen Sequenzen. Auch zu den kürzlich charakterisierten GCK aus 
Arabidopsis thaliana und Saccharomyces spez. (Boldt et al. 2005) zeigte die GCK aus P. 
torridus keine Sequenzähnlichkeit. Die Phylogenie der drei bisher bekannten GCK-Familien 
ist in Abbildung 20 dargestellte. Gruppe 1 umfasst archaeelle Sequenzen und die GCK von M. 
extorquenz und T. maritima sowie vom Menschen. In Gruppe II sind ausschließlich 
bakterielle Sequenzen zusammengefasst, darunter die 2- bzw. 3- Phosphoglycerat bildenden 
GCKs aus E. coli und die putative GCK aus Neisseria meningetidis. Die distinkte 
Gruppierung der GCK Sequenzen der Gruppe I und II ist in Übereinstimmung mit den 
geringen Sequenzidentitäten dieser Gruppe (<10%). Ferner zeigen Strukturanalysen der GCK 
aus T. maritima (Gruppe I) und Neisseria (Gruppe II) eine grundsätzlich unterschiedliche 
Proteinarchitektur (Cheek et al. 2005). Gruppe III umfasst 3-Phosphoglycerat-bildende GCKs 
aus Arabidopsis thaliana und Saccharomyces spez. sowie Cyanobakterien. Die Vertreter 
dieser Gruppe zeigten nur geringer Sequenzidentitäten (<10%) zu Sequenzen aus Gruppe I 
und II. 
 
Temperaturoptimum, Stabilität und pH-Optimum der Enzyme aus P. torridus 
Alle gereinigten Enzyme aus P. torridus zeigten Temperaturoptima zwischen 60-70°C und 
waren bei 60°C thermostabil, was in Übereinstimmung mit dem Temperaturoptimum des 
Wachstums (60°C) von P.torridus war. Die pH-Optima der Enzyme waren z.T. deutlich höher 
als der intrazelluläre pH von 4,6 des Organismus (van, Vossenberg et al. 1998), jedoch 
zeigten die Enzyme bei pH-Werten zwischen 4,6 und 5 noch Aktivitäten von ~ 50%, was auf 
ein breites pH-Spektrum hindeutet. Die pH-Optima anderer intrazellulärer Enzyme aus P. 
torridus, wie die Alkohol Dehydrogenase oder Esterase lagen zwischen pH 6,5 und 7,8, was 
ebenfalls deutlich höher als der intrazelluläre pH-Wert ist (Hess und Antranikian 2008; Hess 
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et al. 2008). Dagegen zeigen extrazelluläre Enzyme von P. torridus in Übereinstimmung mit 
dem extrazellulären pH-Wert ein saures pH-Optimum. So zeigt die Amylase aus P. torridus 
ein pH-Optimum von 2,0, was auf eine Anpassung des Enzyms an die extremen pH-Werte 
hindeutet (Serour und Antranikian 2002). 
 
Der nicht-phosphorylierte Entner-Doudoroff-Weg und Modifikationen des ED-Weges in 
Archaea 
Die 13C-Markierungsexperimente, enzymatische Untersuchungen in Zellextrakten sowie 
biochemischen und phylogenetischen Analyse der am Glucoseabbau beteiligten Enzyme 
zeigen, dass P. torridus Glucose über einen nicht-phosphorylierten Entner-Doudoroff-Weg 
abbaut. Die verfügbaren Daten für T. acidophilum sprechen ebenfalls für die Beteiligung 
eines npED-Weges in diesem Organismus. Homologe der Enzyme des npEd-Weges aus P. 
torridus finden sich im Genom von T. acidophilum oder wurden als orthologe Gene, wie die 
Glucose Dehydrogenase (Smith et al. 1989), Glycerat Kinase (Noh et al. 2006) und 
Glycerinaldehyd Dehydrogenase (Diese Arbeit,(Jung und Lee 2006)), identifiziert. Kürzlich 
durchgeführte Proteom Analysen von T. acidophilum zeigen die Expression der Gene des 
npED-Weges mit Ausnahme der GCK (Sun et al. 2007). Insbesondere konnte ein Homolog 
der KDG-Aldolase durch die 2D-Analyse nachgewiesen werden, was in Übereinstimmung 
mit der Aktivität einer KDG spezifischen Aldolase in Zellextrakten von T. acidophilum ist. 
Die weiteren Aktivitäten der Enzyme eines npED-Weges wurden in Zellextrakten von T. 
acidophilum ebenfalls nachgewiesen (Budgen und Danson 1986). Der Abbauweg der Glucose 
über einen nicht-phosporylierten ED-Weg in den thermoacidophilen Euryarchaeota T. 
acidophilum und P. torridus sowie die weiteren für Archaea postulierten Modifikationen des 
ED-Weg sind in Abbildung 21 dargestellt. Alle modifizierten ED-Wege der Archaea 
beginnen mit der Umsetzung von Glucose zu KDG, katalysiert durch eine Glucose 
Dehydrogenase und Gluconat Dehydratase. Die Glucose Dehydrogenase von P. torridus und 
T. acidophilum ist homolog zu den Enzymen aus Sulfolobus und halophilen Archaea 
(Angelov et al. 2005; Smith et al. 1989; Giardina et al. 1986; Lamble et al. 2003; Pire et al. 
2001). Die Gluconat Dehydratase aus P. torridus zeigte biochemische und phylogenetische 
Ähnlichkeiten zu dem Enzym aus S. solfataricus. Eine Gluconat Dehydratase halophilen 
Ursprungs ist bisher nicht beschrieben, jedoch sind putative Homologe der GAD in halophilen 
Genomen annotiert (Falb et al. 2008).  
Während die Bildung von KDG aus Glucose in Archaea einheitlich ist, erfolgt die Umsetzung 
von KDG zu 2-Phosphoglycerat durch drei verschiedene Varianten, die sich bezüglich der 
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auftretenden Intermediate und beteiligten Enzyme unterscheiden. (1) Im npED-Weg von P. 
torridus und T. acidophilum wird KDG durch eine spezifische Aldolase in Pyruvat und 
Glycerinaldehyd gespalten. Anschließend wird Glycerinaldehyd durch eine NADP+-
spezifische Aldehyd Dehydrogenase zu Glycerat oxidiert. Die Phosphorylierung des 
Glycerats zu 2-Phosphoglycerat wird durch eine Glycerat Kinase katalysiert. (2) Für 
Sulfolobus und T. tenax wurde aufgrund von enzymatischen Untersuchungen in Zellextrakten 
und der Charakterisierung von Schlüsselenzymen ein verzweigter ED-Weg postuliert, der 
neben einem npED-Zweig auch einen semi-phosphorylierten Zweig beinhaltet. Das 
Schlüsselenzym des verzweigten ED-Weges ist eine bifunktionellen KDPG/KDG-Aldolase 
(kd(p)gA), die neben KDG auch KDPG mit hohen Raten umsetzt (Ahmed et al. 2005; Lamble 
et al. 2005). Entsprechend wird beim Glucoseabbau über den npED-Zweig KDG direkt durch 
die bifunktionelle Aldolase in Pyruvat und Glycerinaldehyd gespalten. Die anschließende 
Oxidation des Glycerinaldehyds zu Glycerat wird in Sulfolobus und T. tenax nicht durch eine 
GADH, sondern durch Glycerinaldehyd Oxidoreduktasen (GA:OR) katalysiert. Während der 
Elektronenakzeptor des Enzyms in Sulfolobus nicht bekannt ist, wurde für das Enzym in T. 
tenax Ferredoxin als Elektronenakzeptor postuliert (Kardinahl et al. 1999; Selig et al. 1997). 
In beiden Organismen wird das gebildete Glycerat, wie bei P. torridus, durch eine Glycerat 
Kinase zu 2-Phosphoglycerat phosphoryliert (Siebers und Schönheit 2005; Kehrer et al. 
2007). Kennzeichnend für den spED-Zweig des verzweigten ED-Weges ist das Vorkommen 
des Intermediats KDPG, das durch Phosphorylierung von KDG zu KDPG durch eine KDG-
Kinase (kdgK) entsteht. Die anschließende Spaltung von KDPG zu Pyruvat und 
Glycerinaldehyd-3-Phosphat erfolgt durch die bifunktionelle KDPG/KDG Aldolase. Das nach 
Spaltung von KDPG gebildete GAP wird durch eine GAP-N (gapN) zu 3-Phosphoglycerat 
oxidiert. Die Umsetzung von 3-Phosphoglycerat zu 2-Phosphoglycerat wird durch eine 
Phosphoglycerat Mutase katalysiert (Ahmed et al. 2005; Ettema et al. 2008). (3) Die Bildung 
von 2-Phosphoglycerat aus KDG erfolgt in halophilen Archaea über Teilreaktionen des 
semiphosphorylierten ED-Weges. Entsprechend wird KDG durch eine KDG-Kinase zu 
KDPG phosphoryliert und anschließend durch eine KDPG-Aldolase in Glycerinaldehyd-3-
Phosphat und Pyruvat gespalten. GAP wird durch eine NAD+- und Phosphat-abhängige 
Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase zu 1,3-Bisphosphoglycerat umgesetzt und durch 
ein Phosphoglycerat-Kinase dephosphoryliert. Das gebildete 3-Phosphoglycerat wird durch 
eine Phosphoglycerat Mutase zu 2-Phosphoglycerat umgesetzt (Tomlinson et al. 1974; 
Johnsen et al. 2001; Siebers und Schönheit 2005). Während die annotierte KDG-Kinase 
Ähnlichkeiten zu archaeellen Enzymen zeigt, sind die KDPG-Aldolase und NAD+-abhängige 
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GAPDH homolog zu bakteriellen Enzymen. Alle ED-Wege der Archaea unterscheiden sich 
von dem klassischen ED-Weg der Bacteria durch das Fehlen einer Glucokinase, Glucose-6-
Phosphat Dehydrogenase und 6-Phosphogluconat Dehydratase, die in Bacteria an der 
Umsetzung von Glucose zu KDPG beteiligt sind (Abbildung 21). Die Bildung von Pyruvat 
aus 2-Phosphoglycerat wird in allen modifizierten ED-Wegen der Archaea und dem 
klassischen ED-Weg der Bacteria durch eine Enolase und Pyruvat Kinase katalysiert (Siebers 
und Schönheit 2005).  
Energetik: Die modifizierten ED-Wege in Archaea unterscheiden sich durch die Netto-ATP-
Ausbeute. Der npED-Weg in P. torridus ist nicht mit einer Netto-ATP-Ausbeute gekoppelt. In 
der Glycerat Kinase Reaktion wird ein ATP verbraucht, das in der Pyruvat Kinase Reaktion 
wiedergewonnen wird. Somit ist die Netto-ATP-Ausbeute gleich null. Im verzweigten ED-
Weg wird bis zur Bildung von 2-Phosphoglycerat ein ATP, entweder in der KDG-Kinase 
Reaktion oder bei der Phosphorylierung des Glycerats, verbraucht, welches in der Pyruvat-
Kinase Reaktion wiedergewonnen wird, was ebenfalls zu keiner Netto-ATP-Ausbeute führt. 
Die fehlende Netto-ATP-Synthese bei der Glucoseumsetzung zu Pyruvat bewirkt, dass die 
Energie zum Wachstum dieser Aerobier ausschließlich durch Elektronen-Transport-
Phoshorylierung in der Atmungskette gewonnen werden kann (Schäfer et al. 1999). Im spED-
Weg der halophilen Archaea wird in der KDG-Kinase Reaktion ein ATP verbraucht. Da in 
der Phosphoglycerat Kinase- und Pyruvat Kinase Reaktion 2 ATP gewonnen werden, ist die 
Netto Ausbeute ein ATP. Eine vergleichbare Netto-ATP-Ausbeute findet sich auch bei dem 














































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Regulation: Der npED-Weg in P. torridus und der verzweigte ED-Weg in Crenarchaeota 
zeigte keine signifikante Regulation durch Glucose (Snijders et al. 2006; Ettema et al. 2008). 
Dadurch unterscheiden sich diese Wege von dem spED-Weg der halophilen Archaea wie 
Haloferax, der durch Glucose induziert wird (Zaigler et al. 2003). Eine vergleichbare 
Regulation ist auch für den klassischen ED-Weg der Bacteria, z.B. Pseudomonaden 
beschrieben (O'Brien 1975). Dies zeigt, dass der spED-Weg der halophilen Archaea im Bezug 
auf Phylogenie der Enzyme als auch im Bezug auf die Regulation dem klassischen ED-Weg 
der Bacteria ähnlich ist. 
Gluconeogenese: P. torridus verfügt neben den Enzymen des npED-Weges auch über 
reversible Enzyme des EM-Weges, die vermutlich an der Gluconeogenese beteiligt sind. Die 
Verwendung eines reversiblen EM-Weges bei der Gluconeogenese zur Bildung von Glucose-
6-Phosphat aus Pyruvat kommt in allen drei Domänen vor und deutet auf einen hohen Grad 
der Konservierung dieses Prozesses hin (Siebers und Schönheit 2005). 
 
Die Charakterisierung des Entner-Doudoroff-Weges in P. torridus stellt die erste detaillierte 
Beschreibung eines funktionellen nicht-phosphorylierten ED-Weges dar, und zeigt, dass 
thermoacidophile Archaea Glucose über zwei unterschiedliche Wege abbauen. Während 
Euryarchaeota Glucose über einen npED-Weg umsetzen, erfolgt der Glucoseabbau in 
Crenarchaeota über einen verzweigten ED-Weg. Die unterschiedlichen Abbauwege zeigen 
sich auch in der Annordnung der für die Enzyme kodierenden Gene im Genom. Einige Gene 
des verzweigten ED-Weges sind in Sulfolobus in einem ED-Gencluster (gad-kd(p)gA-kdgK, 
gapN) organisiert, wobei gad-kdgA-kdgK in einem Operon vorliegen (Ahmed et al. 2005; 




6.2 Der modifizierte Embden-Meyerhof-Weg in Pyrobaculum aerophilum 
In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass das mikroaerophilen Crenarchaeon 
Pyrobabculum aerophilum alle Enzyme eines modifizierten EM-Weges enthält. In P. 
aerophilum umfasst dieser Wege eine ATP-abhängige Glucokinase, Phosphoglucose-
Isomerase, ATP-abhängige 6-Phosphofructokinase, Fructose-1,6-Bisphosphat-Aldolase, 
Triosephosphat Aldolase, Glycerinaldehyd-3-Phosphat: Ferredoxin Oxidoreduktase 
(GAPOR), Phosphoglycerat Mutase, Enolase und Pyruvat Kinase. Dies ist der erste Nachweis 
eines modifizierten EM-Weges mit einer funktionellen GAPOR in einem aeroben Archaeon. 
Das Schlüsselenzym dieses Weges, eine durch Maltose induzierbare GAPOR wurde 
charakterisiert und phylogenetisch analysiert. Im Folgenden wird der modifizierte EM-Weg in 
P. aerophilum mit anderen modifizierten EM-Wegen in Archaea verglichen und das 
Schlüsselenzym GAPOR phylogenetisch analysiert.  
Bisher wurde ein modifizierter EM-Weg mit einer GAPOR als Schlüsselenzym nur für strikt 
anaerobe saccharolytische hyperthermophile Archaea, wie Pyrococcus furiosus, 
Thermococcus spez., Archaeoglobus fulgidus Stamm 7324 und Desulforococcus amylolyticus 
beschrieben (Abbildung 22) (Siebers und Schönheit 2005). Auch in diesen Organismen wird 
die GAPOR bei Wachstum auf Zucker stimuliert, was die Funktion der GAPOR als 
Schlüsselenzym des Zuckerabbaus unterstreicht. Der modifizierte EM-Weg von P. 
aerophilum zeigte Ähnlichkeiten zu dem entsprechenden Weg von D. amylolyticus, der neben 
einer GAPOR ebenfalls über eine ATP-abhängige Glucokinase und ein ATP-abhängige 6-
Phosphofructokinase verfügt. Während D. amylolyticus Glucose zu Acetat abbaut, wird in P. 
aerophilum Glucose vollständig zu CO2 oxidiert (Schönheit 2008). Der EM-Weg in 
Pyrococcus, Thermococcus und Archaeoglobus fulgidus Stamm 7324 unterscheidet sich 
signifikant durch das Vorkommen von ADP-abhängigen Glucokinasen und 6-
Phosphofructokinasen. Thermoproteus tenax verfügt wie P. aerophilum über eine ATP-
abhängige Glucokinase, jedoch unterscheidet er sich durch das Vorkommen einer PPi-
abhängigen Phosphofructokinase und einer GAP-N zur Oxidation des Glycerinaldehyd-3-
Phosphats zu 3-Phosphogycerat. Die Netto-ATP-Ausbeute des modifizierten EM-Weges in P. 
aerophilum ist null, da die Oxidation des Glycerinaldehyd-3-Phosphats zu 3-Phosphoglycerat 
durch eine GAPOR nicht mit einer ATP-Synthese gekoppelt ist. Die Reaktion der 
Glucokinase und Phosphofructokinase verbraucht je eine ATP, welches in der Pyruvat Kinase 
Reaktion bei der Umsetzung von zwei Phosphoenolpyruvat zu zwei Pyruvat wiedergewonnen 
wird. Die formale Netto-ATP Ausbeute anderer modifizierter EM-Wege, die über eine 
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GAPOR oder GAP-N verfügen ist ebenfalls null, was ein generelles Phänomen aller 
modifizerten EM-Wege in Archaea ist. Die Energiegewinnung findet entweder statt in der 
Atmungskette (z.B. P. aerophilum) oder bei der Acetat Bildung (z.B. Pyrococcus). Der 
klassische EM-Weg, in dem die Oxidation von GAP zu 3-Phosphoglycerat durch eine 
phosphorylierende GAPDH und Phosphoglyceratkinase katalysiert wird, hat eine ATP-
Ausbeute von zwei ATP (Siebers und Schönheit 2005).  
Abbildung 22: Vergleichende Darstellung der Schlüsselenzyme des Glucoseabbaus von modifizierten 
Embden-Meyerhof-Wegen mit einer GAPOR in verschiedenen hyperthermophilen Archaea. Abkürzungen: 
DHAP = Dihydroxyacetonphosphat, Glc-6-P = Glucose-6-Phosphat, F-6-P = Fructose-6-Phosphat, F-1,6-BP = 
Fructose-1,6-Bisphosphat, GAP = Glycerinaldehyd-3-Phosphat, 3-PG = 3-Phosphoglycerat, GLK = 
Glucokinase, GAPOR = GAP: Ferredoxin Oxidoreduktase, GLK = Glucokinase, PFK = 6-Phosphofructokinase,  
Fd = Ferredoxin, ox = oxidiert, red = reduziert. 
 
Das Vorkommen der Enzyme eines modifizierten EM-Weges ist in Übereinstimmung mit der 
Annotierung bzw. Identifizierung von Genen im Genom von P. aerophilum (Fitz-Gibbon et 
al. 2002; Verhees et al. 2003). Außer der GAPOR wurden die Gene für die ATP-abhängige 
Glucokinase, Glucose-6-Phosphat Isomerase und Pyruvat Kinase identifiziert. Die ATP- 
Glucokinase wird durch PAE3437 kodiert und der ROK-Familie zugeordnet (Hansen und 
Schönheit, unveröffentlicht). Die Isomerisierung des Glucose-6-Phosphats wird durch eine 
ungewöhnliche Isomerase (PAE1610) katalysiert, die Aufgrund der vergleichbaren 




































Phophoglucose/Phosphomannose Isomerase (PGI/PMI) bezeichnet wird und eine neuartige 
Familie innerhalb der PGI-Superfamilie repräsentiert (Hansen et al. 2004a; Swan et al. 2004). 
Pyruvat Kinasen, die bei Archaea im Vergleich zu bakteriellen und eukaryotischen Pyruvat 
Kinasen nur eingeschränkte allosterische Eigenschaften besitzen, wurden in P. aerophilum 
(PAE0819) identifiziert und charakterisiert (Johnsen et al. 2003). Im Genom von P. 
aerophilum sind Gene für eine ATP-Phosphofructokinase der PFK-B Familie, Kofaktor-
unabhängige Phosphoglycerat Mutase sowie Triosephosphat Isomerase und Enolase annotiert. 
Dagegen konnte kein Homolog zu bekannten Fructose-1,6-Bisphosphat-Aldolasen gefunden 
werden. Da in P. aerophilum eine entsprechende Aktivität nachgewiesen wurde, deuten die 
Befunde auf das Vorkommen einer neuartigen Aldolase in diesem Organismus hin, die sich 
signifikant von bekannten Aldolasen unterscheidet.  
 
Die GAPOR aus P. aerophilum 
Das Schlüsselenzym des modifizierten EM-Weges, GAPOR, wurde gereinigt und als 
momomeres 67 kDa Protein mit hoher Spezifität für Glycerinaldehyd-3-Phosphat 
charakterisiert. Das Enzym zeigte eine ausgeprägte Thermostabilität. Das kodierende Gen, 
identifiziert über MALDI-TOF Analysen, zeigte signifikante Sequenzidentitäten zu der 
GAPOR des strikt anaeroben Euryarchaeons Pyrococcus furiosus (Mukund und Adams 1995) 
sowie zu Formaldehyd: Ferredoxin Oxidoreduktasen (FOR) und Aldehyd: Ferredoxin 
Oxidoreduktasen (AOR). Diese Enzyme werden der Aldehyd Ferredoxin Oxidoreduktase 
(AOR) Familie zugeordnet und sind als metall-pterinhaltige Eisen-Schwefel-Proteine 
charakterisiert. Die an der Bindung des Pterin-Cofaktors und des Eisen-Schwefel-Clusters 
beteiligten Aminosäuren sind in den Sequenzen der GAPOR von P. furiosus und P. 
aerophilum sowie in den Sequenzen von putativen Homologen konserviert, was dafür spricht, 
dass die GAPOR aus P. aerophilum ebenfalls ein metall-pterinhaltiges Enzym ist (Abbildung 
23) (Roy et al. 2001; Van der Oost et al. 1998). Bei charakterisierten hyperthermophilen 
AORs ist ein Wolfram-Pterin vorhanden, während die kürzlich beschriebene GAPOR aus 
dem mesophilen methanogenen Euryarchaeota Methanococcus maripaludis ein 
molybdänhaltiges Isoenzyme ist (Park et al. 2007). Als Erklärung wird vorgeschlagen, dass in 
hyperthermophilen Habitaten Wolfram biologisch verfügbar ist, während Molybdän unter 




                            10        20        30        40        50        60        70        80        90 
                   ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|●...|....|....| 
P. aerophilum      -------MIILEIDVERRAVSRREI---DASGPVEAALAIHKER-ETWRLDPLSPQVPVVFGMGPFVGGRLYGVHRLIFIFKSPQTGTLH  
P. furiosus        -----MKFSVLKLDVGKREVEAQEIEREDIFGVVDYGIMRHNEL-RTYEVDPYDPRNIVIFGIGPFAGSVLPGSHRLVFFFRSPLYGGLF  
T. kodakarensis    -----MKFTVLHLKLDERKVESEEFEKEGVYGIIDYGLELHERL-GTHSIEPYDPKNVVVMGMGPFSGSILPGAHRLMFFFRSPLYGTLF  
M. maripaludis     ----------MNILIDGSRQNYEELEESEFP--ISFGINLHTKQ-ETWKYDAFDEKNLFCFGKGILP---IIGGHRLIFSFRSPLWDGFH  
S. marinus         MSGSSTTYRVLFIDVNNRKYWVEEYGLEEVMGPIELGVKLHLEKYKSWKKPVYDPDNAVVIGAGIFTGTNLYGGHRFVAVFKSPLTRGLH  
M. jannaschii      ---------MKNALINATTKKFEIIEKTVLP--ITWGLYWHNKF-ETWKYDAYDEKNVFCFGSGVLP---VIGGHRLIFSFRSPLWDGFY  
C. maquilingensis  ----MKHMKVLNVDLTSGSVSITSV---EAQGPVTLGVRILSNE-DTYSKDPLDPSVPFIIGIGPFVGGKLPGVHRAIAVFKSPMTKTIH  
T. tenax           -------MRVAFIDLEKLSVNIAER---DAQGPVSLGVQIHEER-ETWRTDPLSPLSPLVIGMGNFVGGRLIGAHRIIAVFKSPMSKTLQ  
 
                           100       110       120       130       140       150       160       170       180 
                   ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P. aerophilum      VSALGGAAYKAMGMGAQAVSIVGRAPTPTAIFISQGY-----VKFAEVKPG------DAYETIN-------SLYREFKNFFLENDARALV  
P. furiosus        PSTMGGAGYQFKNVGVDFVEIHGKAEKPTVIILKNDGEKLS-VDFYEIELEKLLDVWKEYKGEEGVYALTQYLLDNLASVFEGMEFRIAV  
T. kodakarensis    PSAMGGAAYAFKNVGVDFVTFEGKAEKPVVVILYNDGSNIN-VELHEIELEKLIEIWKDYKGEEGVYALTQYLIDTFGERFD-FEYRIAV  
M. maripaludis     FSAMGGAGYTFKDTGIQNVAITGKCEVPTVIVLNGEEDKLK-IEFMPFTEE-----------ITDIYEFNDKIID----LFKEKNYRAFL  
S. marinus         VAAMGGAAYQFN-VNADAIVVEGRSNKPLIIKVYDEGDGEVKVDFDEIDEEELENVWRNYKGEKGVFALQEYLSEKYKKFYEEYNGRSIL  
M. jannaschii      FSSMGGAGYQFKSTGLNNVAIIGRCENPSILVIE-NDGQLR-IDFIEVKEE-----------LKTVYEVSKYILE----LYKDKNLRSVV  
C. maquilingensis  VAAIGGVAYKFMGSGIDAVVVRGRSGKPTALFISSDG-----VEVRQVNPV------YSYSGLNGVYAFTKYLMDSFNDFFTKYNARAIV  
T. tenax           ASALGGAAYKMMGAGIDAFVFLGRAPWPVVVLASPEG-----VRIERAELR------YEYQGLRGVYAFTKFLFDKYRDFFAANNARSIV  
 
                           190       200       210       220       230       240       250       260       270 
                   ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P. aerophilum      VGPAAYTTYNGAVVSVDVDVRKGEFKLGAEDFAARGGPGTALAQGHNVAAIVVGGPK---RPHFEKVTDAEAINQIFNKSFGRPYLDVLN  
P. furiosus        VGPAALNTNMGAIFSQALRNG--KRAVGSEDWAARGGPGSVLLRAHNVVAIAFGGKKRKREFPGEDISDVKVAKRVVEGIHKKAQRDVIN  
T. kodakarensis    VGPAALNSNYGAIFSQTLRKG--KRVEGSEDWAARGGSGSVLLRAHNVVGIIFGGKPRKREFPGEDISSFRTAKEIVEGVHKKPYNDVIA  
M. maripaludis     VGPASKTTNMGGIYSQTIRNG--KIVEGSEDWAARGGGGSVLYQAHNVLGVVFFGKKT------PEK----NLKEIVEEHYNKPYTKVVL  
S. marinus         VGPASKYTSLGALVSITLVKG--RIDRGSEEYAARGGPGSVLYRAHGVAAIVYGGKFNRRTKRPKDLLDTRKINELFREIAGKPYITMVI  
M. jannaschii      VGEAAKRTNMGGLFSQTVRNG--KFVEGSEDWAARGGGGSVLYRAHNIMGIVFFGDEK------EDKEEKEKAKKIIESYYKKPMSKVVL  
C. maquilingensis  VGEAALKTYNGALFSIDVDPRRREFKPGAEDTAARGGPGTVMAQGHNLVAIVAGGSV---KARYVKVTDMNLINKMSMESFKKPFIQVMG  
T. tenax           VGPASWTTYNGALASIDISPG-GELSKGAEDFAARGGPGTVAAQGHNLAAIIAGGKA---RARHQAIADIHKIDEIVKIKLKKGYLEALQ  
 
                           280       290       300       310       320       330       340       350       360 
                   ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|..▼.|..▼.|.▼..|....| 
P. aerophilum      EKTVKYRFDQKLRTGGTFGVNYPHYRDLLPLFGYKSIYMSREERVKHADLILQLFWKPFQEEVFEKGRSWYNCGEP-CPVVCKKVWRGK-  
P. furiosus        ESTVKYRYNPKLNTGGTFGGNYPAEGDLVPVLNWQMPYIPKEERIKIHELIMKYYWEPFNKESIQP-KNWTTCGEP-CPVVCKKHRKGH-  
T. kodakarensis    EKTVKYKYNPKLKTGGTFGGNYPAEGDFVPILNWQMPYIPKEERIKIHEAIMKYYWEPFNKEAIET-KNWTNCGEP-CPVVCKKYANGH-  
M. maripaludis     EHTEKYRYSEEKKTGGTFGNNYHVTMELTPVFNWRMPFIDKNKRMKLHKKIIEYFVNRFDEEAIET-KNWTNCGEP-CPVVCKKYRKGL-  
S. marinus         EAGTKYRYNPKLNTGGTLGGNYPSLKIYTPMFNWNMIYLPPDLREKLHELIMKHIWEPFNKEAIET-KSWKTCGEP-CPIACKKVRLDKY  
M. jannaschii      EHTKKYRYDEETKTGGTFGNNWLLYKEKVPIFNWRMPYIDKEDRKKILEKILKFYLEIFNKETIEP-KRWANCGEP-CPVLCKKYRNKN-  
C. maquilingensis  EKTIKYRYDPSMGTGGTFGVNYPHYRELLPLFGYKSIYMPRDIRVKHVEAIINLFWKPFNDEVFVKSKSWYNCGDFGCSVVCKKVWRGK-  
T. tenax           EKTVKYRYDPTIGTGGTFGVNYVHYRDLVPLFGYKSIYLDREERIRHVDALLRLFWRPFNELVFEKARSWYNCGEP-CPVLCKKVWRGK-  
 
                           370       380       390       400       410       420       430       440       450 
                   ....|....|....|....|....|....■..■■●■...|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P. aerophilum      KVDYESFHAMGPFIGNYLFQEAVPLVDKVDKLGLDAIEMGHLVAWLFDAVHAGLLKPEELGLDDTPAFDPARFD-------PHGDSKKNA  
P. furiosus        HVEYEPYEANGPLSGSIYLYASDISVHAVDAMGFDAIEFGGTAAWVLELVHKGLLKPAEVGIS-----DVPEFTKDDLITKPVEASEKNA  
T. kodakarensis    HIEYEPREANGPLSGVITLRASDISVPAVDAMGFDAIEFGGTAAWVLELVHRGILKPEEVGLS-----DVPDFTKEALLERPVEASEKNA  
M. maripaludis     HVDYEPYEANGPCIGVFDIYAADKVVHTIDKLGFDAIEFGNLCSWTFELLDNGMLKPEEVGIEK-PVFDISNFENDED---ILKNSMHNA  
S. marinus         KSDYEPYEGFGPFIGVFDIHESQKIVELVDAYGFDAIETGQLVGFIYDALEKGLLTPGEVGLSSKPYFNPYEFK-------LEY-SKHNA  
M. jannaschii      KVDYEPYASNGTLLGIFDLYEADRVVKTADALGFDAIEIGNLTAWVFELLDVGLLKEEELNIKK-PIFDYKKITNDDDEE-IREISKHNA  
C. maquilingensis  KVDYEPFHAAGPFIGNYIFQEAVKVVDLIDEYGFDAIEMGHVIAWVFDSIENGLLKPEEVGLSDKPIFNPYEFA-------PERDSLRNA  
T. tenax           KVDYEPFHAMGPFIGNYVFEEAVPLVELVDEQGLDAIEMGHVVAWIFDAVEQGLLEPEEVGISRRPVFDPSKFN-------PETDSRTNA  
 
                           460       470       480       490       500       510       520       530       540 
                   ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P. aerophilum      RLAGHLLDNFVNNSTEVLALVARQGIRKAARELEKRFSDRVKAAGVRFRDLAVYAAFGTEGYMTPNFYWAPGLIAPMYIQGRYWTNYNP-  
P. furiosus        KLVAELAHSIAFGKTEVARIIG-MGKRKASKILDEKFKDRLS-YGESFKDYGVYTPLGDDGEINPTMYWAIGNFIPLPIQGRYWTFYQFG  
T. kodakarensis    KLVAELAHRVAFAENEIAKILG-LGKRKASVILDEKFKDRLK-YGESFKDYAVFTPLGEDGEMTPTMYWAIGNYIPLPIQGRYWTFYQFG  
M. maripaludis     EQAVKLAEIIAFQTNEFGKICK-SGTRRAGKILNEKYPDRIK--DKKFEDFGVYDSFGERGQISPTMYWAIGNFMPYLIQGKYLTHYQCG  
S. marinus         DLAIQLIENLAWGKNPLLKLIGEKGLRSAAKILDILYENRVNERKWRFSDLLVYASFGEEGHITPNYYWTPGMVAPLPVLGRYWTLYKG-  
M. jannaschii      EQAIKFMHNLAENSNDLYKILS-LGKRKAAKILNERFKSRVNKIGKKFNDFAVYVPFGDWGEIAPNLYWTPGFFMPFVIQGRYLTYYKP-  
C. maquilingensis  KLAGELINGLVNKSTPILRMIAENGIRVSARRLNEMFSDRVKATGKSFNDLVVYVAYGESGYMTPNFYWTPGMVAPMYILGRYWTNYSN-  
T. tenax           KLAAEVVAGFVERSTEVLGIVARSGLRAAARLLEEKFSKRVAERGVRFRDLAVYVVYGEEGYMTPNFYWAPGMVAPMYVQGKYWTNYNP-  
 
                           550       560       570       580       590       600       610       620       630 
                   ....|....|....|....|..■.|■■▼■|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P. aerophilum      TFMLPEDFAKSSYDRAVAEAYIDNAGICRFHRGWAEPVLAELYALVGVKP-----PTSQLYRDLAYYAKLAGAEPMPWESKRARDLVSTL  
P. furiosus        VFLEPEELAQKIVSSALWEFWYDNVGWCRFHRGWMKKVLKALFMEAYGVSIDMEEHAKKQIRKLIDYLKKAGYEPVFWDSMRVIDLVAKG  
T. kodakarensis    VFLEPEELAQKIIASALWEFWYDNVGWCRFHRGWMKPVLKALFMEAYGENVDMEEHAKKQIKRLIEFAREAGYTPVFWDSMRVIDLVARG  
M. maripaludis     VFLEPEELAELSVKNSIEEITLENLGICRFHRKWVTPIIEKLVKEMSDVN--LNEESMELFKKIAKYDSNIG-CP-EMESERVKELIIAG  
S. marinus         VFIDPEQYAEKSFERAVKEMWSDNGGFCRFHRGWAEKTLDKLYEKYYGIKD-LNERYKQLYKKIMEYQDLSGAKPTFWESKKIIDYLANA  
M. jannaschii      EFNEPEKLAELVVESIKLELPIENLGICRFHRKWLKPVLKELVKELLGIED-IVEDSINLYREICEYNKKIG-YPAKIESERVKDLIIAM  
C. maquilingensis  TFMKPEDYAKSALERAINEALIDDAGICRFHRGWAEPMLEKMYSEFTGMK-----PNKNLYRELAEYSIKAGAQPKPWESSRAADVVATL  
T. tenax           TFMSPEEFAKTAYDRAVIEALIEDSGICRFHRGWAEPILGELYELIGRR------LDRDLYKRFAEYSIKAGADPRPWESRRAMDVVSTM  
 
                           640       650       660       670    
                   ....|....|....|....|....|....|....|....|.... 
P. aerophilum      ARELGAKDW----KFEDYDDYYEWWVRFFSTVNRLIFATPTTV-  
P. furiosus        SEEFGNENWAKKFKEDKIGTAKEYLKRVLDAYSQLIGTEWTL--  
T. kodakarensis    SEEFGNEKWAEKFKIDKVGTAREYLEKVLDTYSEMLGVEWRL--  
M. maripaludis     AFEFENEKWSKEFEN---GNFDEYIKRVLEKYSELLEIDWKLKE  
S. marinus         AKEYGNDEWNAKFSLNKEEAAREWWEKFYAKLNELLSSTPVQK-  
M. jannaschii      AKEFGNEEWTKKFENK--ENVDEYVKRVLNKYSELLGIDWRIS-  
C. maquilingensis  AKEIGSKEW----VFESKSDYTEWWIRYKVALDKQLGVA-----  
T. tenax           ARELGAKDW----KFDRYEEYIEWWRRYKNSLDKYLGIVSA---  
 
Abbildung 23: Alignment der Sequenzen der GAPOR von P. aerophilum (Pae1029) und putativen 
archaeellen Homologen und der GAPOR von P. furiosus. (●) H-Brückenverbindung der Liganden des [4Fe-
4S]-Clusters und der Metallbipterin-Gruppe; (▼) Cystein-Liganden des [4Fe-4S]-Clusters; (■) Pterin-bindende 
H-Brücken-Netzwerke (Van der Oost et al. 1998). P. aerophilum (gi: 18312361); P. furiosus (gi:); T. 
kodakarensis (gi: 57642098); M. maripaludis (gi: 45358508); S. marinus (gi:126466465); M. jannaschii 
(gi:15669374); C. maquillingensis (gi: 126354817); T. tenax (gi: 41033689). 
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Die phylogenetische Position der GAPOR innerhalb der Aldehyd Oxidorduktasen 
Die phylogenetische Analyse der charakterisierten GAPORs sowie von putativen Homologen 
zeigt eine eigenständige Gruppierung der Enzyme innerhalb des Stammbaums der archeellen 
AOR Familien (Abbildung 24). Die FORs und AORs zeigen ebenfalls distinkte 
Gruppierungen und eine deutliche phylogenetische Distanz zu der GAPOR. Dies ist in 
Übereinstimmung mit ihren unterschiedlichen molekularen und katalytischen Eigenschaften. 
Die GAPORs aus P. aerophilum, P. furiosus und M. maripaludis sind momomere Proteine 
und entsprechend ihrer glycolytischen Funktion spezifisch für Glycerinaldehyd-3-Phosphat. 
AORs von P. furiosus und P. aerophilum sind homodimere Enzyme, welche die Oxidation 
von nicht-phosphorylierten Aldehyden, insbesondere Crotonaldehyd und Benzaldehyd, 
katalysieren (Mukund und Adams 1991; Hagedoorn et al. 2005). FORs von T. litorales und P. 
furiosus sind homotetramere Proteine, die die Oxidation einer Vielzahl von Aldehyden, vor 
allem aber Formaldehyd, katalysieren (Roy et al. 2001). Kürzlich wurden zwei 
wolframhaltige Proteine (WOR4 und WOR5) aus P. furiosus anhand ihrer spektroskopischen 
Eigenschaften charakterisiert. Diese Proteine der AOR-Familie zeigen eine phylogenetisch 







Abbildung 24: Phylogenetische Verwandtschaft der AOR-Familie mit archaeelen Sequenzen von GAPOR, 
AOR, FOR, WOR 4 und WOR 5. Die Zahlen an den Knotenpunkten sind die Bootstrap-Werte. NCBI 
Accession-Nummern oder die SwissProt-Nummern der Sequenzen: GAPOR: Thermococcus kodakarensis 
KOD1 YP_184576.1, Pyrococcus furiosus DSM 3638 NP_578193.1, Pyrococcus abyssi GE5 NP_127254.1, 
Pyrococcus horikoshii OT3 NP_142434.1, Methanocaldococcus jannaschii DSM 2661 NP_248179.1,  
Methanococcus vannielii SB ZP_01702330.1, Methanococcus maripaludis S2 NP_988065.1, Staphylothermus 
marinus F1 YP_001041574.1, Caldivirga maquilingensis IC-167 ZP_01711828.1, Thermoproteus tenax 
CAF18511.1, Pyrobaculum islandicum DSM 4184 YP_930734.1, Pyrobaculum calidifontis JCM 11548 
YP_001055556.1, Pyrobaculum aerophilum str. IM2 NP_559028.1 WOR4: Hyperthermus butylicus A2BKT0, 
Thermococcus kodakaraensis Q5JI10, Pyrococcus furiosus O93736, Pyrococcus horikoshii O57750, Pyrococcus 
abyssi Q9V2P2, FOR: Thermococcus litoralis Q56303, Pyrococcus furiosus Q8U1K3, Pyrococcus horikoshii 
O74007, Pyrococcus abyssi Q9UZE9, Thermoproteus tenax Q704C0, Pyrobaculum aerophilum Q8ZT58, 
Pyrobaculum islandicum A1RT64, Thermofilum pendens A1RWC4,  Hyperthermus butylicus DSM 5456 
A2BJR2, AOR: Thermococcus kodakarensis KOD1 YP_182485.1, Hyperthermus butylicus DSM 5456 A2BLI7, 
Pyrobaculum aerophilum str. IM2 Q8ZYU2, Pyrobaculum islandicum DSM 4184 A1RSI3, Thermoproteus 
tenax Q703Z6, Pyrococcus furiosus Q51739, Thermococcus kodakarensis KOD1 Q5JE15, Pyrococcus 
horikoshii OT3 O58778, Pyrococcus abyssi GE5 Q9V035, WOR5: Pyrococcus furiosus AAL81604.1, 
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A. bidest. Zweifach deionisiertes Wasser 
bp Basenpaare 
BV Benzylviologen 
DNA Desoxyribonucleic acid 
dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat 
DSMZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH 
DTE Dithioerythritol 




GADH Glycerinaldehyd Dehydrogenase 
GAOR Glycerinaldehyd Oxidoreduktase 
GAP Glycerinaldehyd-3-Phosphat 
GAPOR Glycerinaldehyd-3-Phosphat: Ferredoxin-Oxidoreduktase 
GAP-N Nicht-phosphorylierende Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase 









npED Nicht-phosphorylierter Entner-Doudoroff 
OD Optische Dichte 
ORF Open reading frame 











spED Semi-phosphorylierter Entner-Doudoroff 




Vmax Maximalgeschwindigkeit des Substratumsatzes 
(v/v) Volumen pro Volumen 
(w/v) Masse pro Volumen 
 
Symbole für den Nukleinsäurecode 
 
A Desoxyadenosin G Desoxyguanosin 




Symbole für Aminosäuren 
 
A Ala Alanin M Met Methionin 
C Cys Cystein N Asn Asparagin 
D Asp Asparaginsäure P Pro Prolin 
E Glu Glutaminsäure Q Gln Glutamin 
F Phe Phenylalanin R Arg Arginin 
G Gly Glycin S Ser Serin 
H His Histidin T Thr Threonin 
I Ile Isoleucin V Val Valin 
K Lys Lysin W Trp Tryptophan 
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